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Las cinamil esterasas (CE) son enzimas responsables de la liberación de 
ácidos hidroxicinámicos a partir de sus formas esterificadas presentes en la pared 
celular de cereales, frutas y verduras. Entre éstos ácidos, se encuentra el ácido 
ferúlico (AF), el cual es un compuesto fenólico con demostrada actividad 
antioxidante, hipoglucemiante e hipolipemiante, que puede ser empleado en 
diferentes enfermedades metabólicas. El Síndrome Metabólico (SM) es un conjunto 
de alteraciones metabólicas caracterizado principalmente por la presencia de 
obesidad abdominal, aumento de las concentraciones de triglicéridos, disminución 
de las concentraciones de HDL-colesterol, hipertensión arterial e hiperglucemia. El 
SM incrementa el riesgo de desarrollar enfermedad cardiovascular y diabetes tipo 2, 
de manera que se ha convertido en un problema de salud pública importante en 
todo el mundo. El objetivo de este trabajo de tesis doctoral fue evaluar el empleo de 
bacterias lácticas (BL) con actividad CE en un modelo murino de SM. Se estudiaron 
40 cepas de BL de las cuales se seleccionaron Lactobacillus fermentum CRL1446 (Lf 
CRL1446) y Lactobacillus johnsonii CRL1231 (Lj CRL1231) por su capacidad de liberar  
AF a partir de sustratos sintéticos y de salvado trigo, presentando alta actividad 
feruloil esterasa (FE). Estas bacterias resistieron las condiciones del tracto 
gastrointestinal manteniendo tanto la viabilidad  como su actividad FE, por lo cual 
fueron elegidas para realizar los estudios in vivo. Para ello se utilizaron ratones 
Albinos Suizos machos de 6 semanas de edad, los cuales fueron divididos en 4 
grupos y alimentados diariamente durante un período de 14 semanas con una dieta 
convencional (grupo control) y una dieta rica en grasa suplementada con de salvado 
de trigo (3 grupos SM). Los ratones recibieron mediante gavage: agua (grupo 
control y grupo SM), Lf CRL1446 (grupo SM+Lf) y Lj CRL1231 (grupo SM+Lj). La 
dosis de administración fue de 108 UFC/día/ratón. En los 4 grupos de estudio se 
determinaron: ganancia de peso corporal (GPC), índice de adiposidad (IAd), 






plasmáticos de glucosa, insulina, leptina, colesterol total, HDL-colesterol, LDL-
colesterol y triglicéridos). Además se realizó la prueba de tolerancia oral a la glucosa 
(PTOG) y se determinó en contenidos de intestino grueso la producción de ácidos 
orgánicos y de metabolitos derivados del AF. Los resultados mostraron que la GPC, 
el IAd, la EA, los niveles plasmáticos de colesterol total, LDL-colesterol, triglicéridos, 
glucosa, insulina y leptina, como así también el área bajo la curva en la PTOG, 
tuvieron un aumento significativo en el grupo SM con respecto al grupo control. En 
los grupos SM que recibieron las cepas probióticas se observó para todas las 
determinaciones anteriores una reducción con respecto al grupo SM. La actividad FE 
intestinal, los niveles plasmáticos de HDL-colesterol, así como la producción de 
ácidos orgánicos y los metabolitos del AF en el colon, mostraron un aumento en los 
ratones SM+Lf y SM+Lj, respecto al grupo SM. De acuerdo a los resultados 
obtenidos, la administración oral de las cepas Lf CRL1446 y Lj CRL1231 aumenta la 
actividad FE intestinal, mejorando los marcadores bioquímicos del SM, por lo cual 
podría emplearse como una estrategia nutricional en la prevención de esta 
patología. 
 














Cinnamoyl esterases (CE) are enzymes responsible for the release of 
hydroxycinnamic acids from their esterified forms present in the cell wall of cereals, 
fruits and vegetables. Among these acids, ferulic acid (FA) is found, which is a 
phenolic compound with proven antioxidant, hypoglycemic and lipid-lowering 
activity, which can be used in different metabolic diseases. The Metabolic Syndrome 
(MS) is a group of metabolic disorders characterized mainly by the presence of 
abdominal obesity, increased triglyceride concentrations, decreased HDL-cholesterol 
levels, high blood pressure and hyperglycemia. The MS increases the risk of 
developing cardiovascular disease and type 2 diabetes, so that it has become a 
major public health problem throughout the world. The objective of this doctoral 
thesis was to evaluate the use of lactic acid bacteria (LAB) with CE activity in a murine 
model of MS. We studied 40 strains of LAB from which Lactobacillus fermentum 
CRL1446 (Lf CRL1446) and Lactobacillus johnsonii CRL1231 (Lj CRL1231) were 
selected for their ability to release FA from synthetic substrates and from wheat bran, 
presenting high activity feruloyl esterase (FE). These bacteria withstood the 
conditions of the gastrointestinal tract maintaining both the viability and their FE 
activity, for which they were chosen to carry out the studies in vivo. To this end, male 
Swiss albino mice of 6 weeks of age were used, which were divided into 4 groups 
and fed daily for a period of 14 weeks with a conventional diet (control group) and a 
diet rich in fat supplemented with wheat bran (3 SM groups). The mice received by 
gavage: water (control group and SM group), Lf CRL1446 (group SM+Lf) and Lj 
CRL1231 (group SM+Lj). The administration dose was 108 CFU/day/mouse. In the 4 
study groups were determined: body weight gain (BWG), adiposity index (AI), food 
efficiency (FEF), intestinal FE activity and metabolic parameters (plasma levels of 
glucose, insulin, leptin, total cholesterol, HDL-cholesterol, LDL-cholesterol and 
triglycerides). In addition, the oral glucose tolerance test (PTGO) was performed and 






large intestine contents. The results showed that BWG, AI, FEF, the plasma levels of 
total cholesterol, LDL-cholesterol, triglycerides, glucose, insulin and leptin, as well as 
the area under the curve in the PTGO, had a significant increase in the SM group 
with respect to the control group. In the SM groups that received the probiotic 
strains, a reduction was observed for all the previous determinations with respect to 
the SM group. Intestinal FE activity, plasma levels of HDL-cholesterol, as well as the 
production of organic acids and FA metabolites in the colon, showed an increase in 
the SM+Lf and SM+Lj mice, with respect to the SM group. According to the results 
obtained, the oral administration of the strains Lf CRL1446 and Lj CRL1231 increases 
the intestinal FE activity, improving the biochemical markers of the MS, so it could be 
used as a nutritional strategy in the prevention of this pathology. 



























1- SÍNDROME METABÓLICO 
1.1-  Antecedentes 
El síndrome metabólico (SM) constituye uno de los principales problemas de 
salud pública del siglo XXI. Se trata de una entidad clínica compleja y heterogénea, 
cuya expresión está influida por factores genéticos, ambientales, sociales, culturales y 
económicos, entre otros. Como su nombre lo indica, el SM es un conjunto de 
desórdenes metabólicos que se encuentra asociado a un incremento en el riesgo de 
padecer enfermedades cardiovasculares (ECV) y diabetes mellitus tipo 2 (DT2), las 
cuales son dos de las principales causas de muerte en el mundo (Zimmet y col., 
2005).  
Mucho se ha discutido acerca de la existencia real de este cuadro, que asocia 
a la hipertensión arterial, la hiperglucemia y la dislipidemia aterogénica con la 
obesidad central. Para algunos autores, se trata simplemente de una asociación 
casual de distintos factores de riesgo, sin la correspondiente potenciación del riesgo 
cardiovascular. Otros, en cambio, consideran a este síndrome como la expresión 
concomitante y simultánea de las distintas anomalías metabólicas, con un elevado 
perfil de riesgo.  
El SM no representa un concepto nuevo, ya que desde hace muchos años 
existen publicaciones que mencionan la coexistencia de dos o más factores de 
riesgo. Su primera descripción tuvo lugar hace casi un siglo por parte de Kylin, un 
médico sueco que definió la asociación entre hipertensión, hiperglucemia y gota 
(Kylin, 1923). Marañón, el fundador de la endocrinología moderna en España, señaló 
en esa misma época de manera explícita que: «la hipertensión arterial es un estado 
prediabético […] este concepto también se aplica a la obesidad […] y debe haber 
alguna forma de predisposición de carácter general para la asociación de la diabetes 






de manera que la dieta es esencial para la prevención y el tratamiento de todas 
estas alteraciones» (Marañón, 1927). En 1947, Vague publicó un artículo en el que se 
llamaba la atención sobre el hecho de que el fenotipo de obesidad con acumulación 
excesiva de tejido adiposo en la parte superior del cuerpo (obesidad de tipo 
androide o masculino) se asociaba con las alteraciones metabólicas que se 
observaban en la DT2 y las ECV (Vague, 1947). Veinte años después, Avogaro y col. 
(1967) documentaron la aparición simultánea de obesidad, hiperinsulinemia, 
hipertrigliceridemia e hipertensión. Finalmente fue en 1988 que el mundo científico 
centró su interés en la importancia clínica del SM, luego de que Gerald Reaven 
describiera la presencia de un conjunto de alteraciones metabólicas cuyo rasgo 
fisiopatológico central era la resistencia a la insulina (Reaven, 1988). Reaven 
denominó a este cuadro «síndrome X» pero, de manera sorprendente, no implicó la 
obesidad en él; sin embargo, la obesidad se ha incluido en el concepto de SM en 
todas las definiciones posteriores. 
En las últimas décadas, la ganancia de masa corporal se ha convertido en un 
tema de gran preocupación en el mundo. Los inadecuados estilos de vida, en 
especial el sedentarismo y la alimentación rica en grasas e hidratos de carbono, han 
ocasionado el aumento de peso en la población, con incremento notable del 
acúmulo central o visceral de grasa. En vista de la epidemia actual de ECV, DT2 y 
obesidad, y considerando la estrecha relación de estas enfermedades con los 
factores de riesgo que integran el SM, resulta fácil entender la importancia que tiene 
el estudio de esta entidad clínica. 
El incremento de la prevalencia del SM es un fenómeno global. Según datos 
de la American Heart Association, el SM afecta aproximadamente al 25% de la 
población de adultos en el mundo; el 98% de los que lo sufren vive en países 
industrializados y el 87% de ellos tiene obesidad (https://www.heart.org). Estudios 
realizados por el National Heart, Lung and Blood Institute del departamento Health 
& Human Services de los Estados Unidos comprobaron que el riesgo de padecerlo 






mayores de 50 años y más del 40% en adultos mayores de 60 años). Por otra parte, 
se sabe que la prevalencia de este síndrome depende también de la raza y del 
género; en este sentido los países latinoamericanos poco a poco están alcanzando 
niveles alarmantes de SM y el escenario en Argentina no es la excepción. Un estudio 
realizado por el Instituto de Investigación en Ciencias de la Salud - CONICET, indicó 
que el 27,5% de los argentinos con una edad promedio de 45 años padece SM, 
siendo la prevalencia más elevada en varones que en mujeres (29,4% vs 27,4%, 
respectivamente). Este estudio reveló que, en orden de frecuencia, los componentes 
más comunes del SM son la dislipidemia (38,3%), la presión arterial elevada (33,4%), 
la obesidad (32,1%) y la diabetes (7,5%) (Diaz y col. 2018). 
En términos generales, puede afirmarse que en Latinoamérica una de cada 
tres o cuatro personas mayores de 20 años, cumple los criterios para el diagnóstico 
de SM.  La prevalencia aumenta con la edad, es un poco más frecuente en mujeres 
y se ha incrementado en las últimas décadas (Cárdenas Quintana y col., 2009). Tal 
comportamiento epidémico puede ser explicado por la participación de diversos 
factores como son la reducción de las horas de sueño, los cambios en el estilo de 
vida incluyendo el proceso de urbanización, el envejecimiento de la población y la 
malnutrición materno-infantil (Aschner, 2002). En Argentina, la población total según 
el último censo realizado en 2010 es de 40.091.359 habitantes. Con estos datos, 
existirían en nuestro país unos 13.300.000 de afectados por el SM. Según este censo, 
el total de habitantes mayores de 60 años es de 5.813.247 (el 14,5% de la 
población). Puede estimarse que para el 2050 uno de cada tres argentinos tendrá 
más de 60 años, y por lo tanto aumentará más aun la incidencia del SM. Organismos 
como la Organización Mundial de la Salud (OMS) ya han alertado sobre las posibles 
consecuencias de este hecho, de manera que urge a los gobiernos tomar medidas 
que reduzcan el impacto socio-sanitario de esta situación. Estos datos remarcan la 
enorme importancia que en el sector socio-económico y productivo tienen el 







1.2- Definición del SM 
La primera definición oficial de SM fue realizada por el Grupo de Trabajo de 
la OMS en 1999. Desde entonces se han propuesto diversas definiciones 
alternativas. Las más aceptadas han sido las elaboradas por el European Group for 
the Study of Insulin Resistance (EGIR) y por el Adult Treatment Panel III (ATP-III) del 
National Cholesterol Education Program (NCEP) (Tabla 1).  
Un aspecto central en la definición de SM propuesta por la OMS era la 
descripción biológica y fisiológica de la resistencia a la insulina. Sin embargo, 
posteriormente se identificaron varias limitaciones a la definición propuesta por la 
OMS, la más importante de las cuales se refería a la necesidad de la técnica del 
«pinzamiento» euglucémico para determinar la sensibilidad frente a la insulina. Esta 
complicada técnica hizo que fuera prácticamente imposible el uso de esta definición, 
tanto en la práctica clínica como en los estudios epidemiológicos.  
Considerando que la definición de la OMS podría ser demasiado compleja 
para su aplicación en múltiples contextos, dado que se basaba principalmente en la 
resistencia frente a la insulina, el EGIR desarrolló una versión modificada de esta 
definición para que se pudiera utilizar con mayor facilidad. Esta nueva versión se 
basaba en las concentraciones de insulina en ayunas en lugar de la técnica del 
pinzamiento euglucémico hiperinsulinémico para determinar la resistencia a la 
insulina (Tabla 1). La definición del EGIR todavía mantenía la resistencia frente a la 
insulina como un componente esencial, dado que se consideraba que dicha 
resistencia constituía el principal determinante etiológico del SM. No obstante, estos 
investigadores limitaron el uso de la definición del SM a los casos en que se pudiera 
cuantificar, de manera sencilla y fiable, la resistencia frente a la insulina. Por tanto, los 
pacientes con diabetes fueron excluidos de esta definición, dado que la disfunción 
de las células β del páncreas que caracteriza a la DT2 hace que las estimaciones de 
la sensibilidad a la insulina carezcan de fiabilidad. La definición del EGIR también 






Dos años después, el NCEP introdujo la definición ATP-III (Tabla 1). Propuesta 
para su aplicación en la práctica clínica, esta definición no incluía una cuantificación 
específica de la sensibilidad a la insulina y adoptó un abordaje menos 
«glucocéntrico», considerando por igual todos los componentes del SM. El 
parámetro de cuantificación de la obesidad seguía siendo el perímetro de la cintura, 
aunque con valores umbrales superiores a los utilizados en la definición del EGIR. La 
definición ATP-III alcanzó una gran popularidad debido a su sencillez. Sus 
componentes se pueden determinar fácilmente y de manera sistemática en la mayor 
parte de los contextos clínicos y de investigación.  
Tornando la situación un poco más compleja, la American Association of 
Clinical Endocrinologists (AACE) efectuó una modificación de la definición ATP-III. 
Esta nueva definición estaba basada en la consideración de que la resistencia frente 
a la insulina constituía el problema básico. La AACE recogió cuatro factores como 
«alteraciones identificativas» del SM: elevación de la concentración de triglicéridos, 
disminución de la concentración de colesterol unido a lipoproteínas de alta densidad 
(HDL-col), incremento de la presión arterial (PA) y aumento de las concentraciones 
de glucosa, tanto en ayunas como después de la administración de glucosa. 
Diversos factores como la obesidad, el diagnóstico de hipertensión, la diabetes 
gestacional, las ECV, los antecedentes familiares de diabetes, el origen racial 
extraeuropeo, la edad superior a 40 años y el estilo de vida sedentario fueron 
considerados elementos que incrementan la probabilidad de padecer el síndrome, 
más que factores de riesgo identificativos básicos. La AACE excluyó la obesidad 
como componente del SM debido a que consideró que la obesidad central era un 
factor que contribuye a la aparición de resistencia a la insulina, más que una 
consecuencia de ésta. Al excluir la obesidad como un componente básico del SM, la 
definición de la AACE generó numerosas críticas, dada la gran cantidad de datos 
que sugieren que la obesidad es un factor de riesgo importante para la DT2 y las 







Tabla 1: Definiciones del SM propuestas por la OMS, el EGIR y el ATP-III 
OMS, 1999 EGIR, 1999 ATP-III, 2001 
-Diabetes o alteración de la 
tolerancia a la glucosa o 
resistencia a la insulinaa; más 
dos de los factores 
siguientes: 
-Obesidad: IMC>30 o CCC 
>0,9 en varones o >0,85 en 
mujeres. 
-Dislipidemia: triglicéridos 
>1,7 mmol/L o HDL-col <0,9 
en varones y <1 en mujeres. 
-Hipertensión: presión 
arterial ≥140/90 mmHg. 
-Microalbuminuria: excreción 
de albúmina ≥20 µg/min. 
 
-Resistencia a la insulina o 
hiperinsulinemia 
(únicamente personas no 
diabéticas); más dos o más 
de los factores siguientes: 
-Obesidad central: PC ≥94 
cm en los varones o ≥80 cm 
en las mujeres. 
-Dislipidemia: triglicéridos >2 
mmol/L o HDL-col <1 
-Hipertensión: presión 
arterial ≥ 140/90 mmHg. 
-Glucemia en ayunas ≥6,1 
mmol/L. 
Tres o más de los factores 
siguientes: 
-Obesidad central PC >102 
cm en los varones o >88 cm 
en las mujeres 
-Hipertrigliceridemia: 
triglicéridos ≥1,7 mmol/L 
-Disminución de HDL-col <1 
mmol/L en los varones o 
<1,3 mmol/L en las mujeres. 
-Hipertensión: presión 
arterial ≥130/85 mmHg. 






Estas distintas definiciones no solo han presentado diferencias en los 
componentes propuestos, sino también en los valores umbrales utilizados para 
definir cada uno de los componentes, todo lo cual ha generado una confusión 
considerable. La International Diabetes Federation (IDF) consideró que había 
necesidad urgente de la creación de una herramienta diagnóstica sencilla y 
universalmente aceptada, cuya aplicación en la práctica clínica fuera suficientemente 
fácil y que no dependiera de parámetros que solo se pueden aplicar en los 
contextos de investigación. Por ello, solicitó a su Grupo de Trabajo Epidemiológico la 
creación de un equipo de expertos de las distintas regiones del mundo para 
IMC: índice de masa corporal; CCC: cociente entre el perímetro de la cintura y el perímetro de la cadera; 
PC: perímetro de la cintura. 
a
Definida como el cuartil superior de la concentración de insulina en ayunas en personas no diabéticas. 










establecer una nueva definición universal del SM, en la que la obesidad central 
representa un requisito necesario (Tabla 2). 
 “Se denomina síndrome metabólico (SM) al conjunto de alteraciones 
metabólicas constituido por la obesidad de distribución central, la disminución de las 
concentraciones del colesterol unido a las lipoproteínas de alta densidad (HDL-col), 
la elevación de las concentraciones de triglicéridos, el aumento de la presión arterial 
(PA) y la hiperglucemia” (Zimmet y col., 2005). 
 
Tabla 2: Definición del SM propuesta por la International Diabetes Federation (IDF) 
Obesidad central 
Índice de masa corporal (IMC)  > 30 o aumento en 
perímetro de cintura (según grupo étnico) 
Más dos cualquiera de los factores siguientes: 
Aumento de los triglicéridos ≥ 1,7 mmol/l (150 mg/dL) 
Disminución de HDL-col 
< 1,03 mmol/l (40 mg/dL) en los varones 
< 1,29 mmol/l (50 mg/dL) en las mujeres 
Aumento de la presión arterial 
Sistólica: ≥ 130 mmHg,   o bien 
Diastólica: ≥ 85 mmHg 
Incremento de la glucemia* Glucemia en ayunas ≥ 5,6 mmol/L (100 mg/dL) 
 
1.3- Fisiopatología del SM 
 
Uno de los sustentos de la existencia del SM como entidad clínica es una 
patogenia común para la mayoría de los casos. Actualmente, la visión fisiopatológica 
del SM incluye dos conceptos claves:  
 Considerar a la obesidad como el eje central patogénico del SM y a la 
resistencia a la insulina (RI) como una consecuencia de ésta. 
 Reconocer al adipocito como una célula inflamatoria y directamente 
contribuyente a la génesis del SM. 
* Si la glucemia en ayunas es >5,6 mmol/L o >100 mg/dL, se recomienda la realización de una 
prueba de tolerancia oral a la glucosa, aunque no es necesaria para definir la presencia del síndrome. 







El SM se presenta como un estado de inflamación crónica de bajo grado 
inducido por hiperplasia e hipertrofia del tejido adiposo, lo que causa RI y, en 
consecuencia hiperglucemia, dislipidemia aterogénica, presión sanguínea elevada, 
estado hipercoagulable y disfunción endotelial. Los eventos más sobresalientes del 






De modo breve, la fisiopatología del SM puede explicarse de acuerdo a lo 
detallado en la Figura 2. Los adipocitos generan ácidos grasos libres (AGL), lo cual 
aumenta la síntesis de las lipoproteínas, gluconeogénesis y dislipidemia. Además, 
este hecho provoca RI y perjudica la función de las células β del páncreas, 
desencadenando hiperglucemia y DT2. Por otra parte, la liberación alterada de las 
adipoquinas activa el Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona (SRAA), provocando 
hipertensión. También existe estrés oxidativo en el tejido endotelial, y un estado 
proinflamatorio e hipercoagulabilidad, aumentando el riesgo de ECV (Kaur, 2014). 
 
Figura 1: Componentes del Síndrome Metabólico 














1.2.1- Obesidad central 
La obesidad central es un factor de alto riesgo cardiovascular y se ha 
sugerido que precede al desarrollo de los otros componentes del SM (Thaman y 
col., 2013). Inicialmente, un estado crónico de equilibrio energético positivo, causa la 
formación de nuevos adipocitos e hipertrofia (Monteiro y col., 2009). Luego de la 
expansión del tejido adiposo, puede reducirse el flujo sanguíneo en los adipocitos 
originándose hipoxia, lo que ha sido propuesto como una etiología que conlleva a 
necrosis e infiltración de macrófagos en el tejido adiposo. Esto conduce a un 
aumento de AGL y de metabolitos biológicamente activos conocidos como 
adipoquinas, que incluyen factor de necrosis tumoral alfa (TNF-α), interleuquina 6 
(IL-6), leptina, inhibidor del activador de plasminógeno 1 (PAI-1), y proteína C 
AGL: Ácidos grasos libres; AT2: Angiotensina 2; PAI-1: Inhibidor del activador de plasminógeno 1; PCR: Proteína C reactiva 







reactiva (PCR), las cuales tienen la capacidad de modular reacciones inflamatorias, 
trombóticas y vasoactivas (Lau y col., 2005). 
En los pacientes con SM el tejido adiposo es de predominio central, asociado 
a mayor cantidad de grasa visceral comparado con la distribución periférica de ésta 
(Johnson y col., 2006). Los adipocitos de la grasa visceral son metabólicamente más 
activos, liberando mayor cantidad de AGL y citoquinas inflamatorias que drenan 
directamente al hígado a través de la circulación portal (Guo y col., 1999; Appel y 
col., 2005). El hígado graso no alcohólico (HGNA) es una consecuencia frecuente de 
estas desregulaciones metabólicas, y afecta la sensibilidad a la insulina (Monteiro y 
col., 2009). 
 
1.2.2- Resistencia a la insulina (RI) 
El principal contribuyente al desarrollo de RI es el exceso de AGL circulantes, 
que derivan tanto de las reservas de triglicéridos (TG) del tejido adiposo sometido a 
la lipasa hormono sensible, como de la lipólisis de lipoproteínas ricas en TG por 
acción de la lipasa lipoproteica en los tejidos. Cabe destacar que la inhibición de la 
lipólisis en el tejido adiposo constituye la vía más sensible de acción de la insulina. 
De este modo, al surgir RI, el incremento de la lipólisis genera más AGL y ello a su 
vez disminuye el efecto antilipolítico de la insulina. Por otro lado, los AGL suponen 
un exceso de sustrato para los tejidos sensibles a la insulina y provocan alteraciones 
del sistema de señales que regulan el metabolismo de la glucosa. Los AGL 
disminuyen la captación de glucosa mediada por insulina y se acumulan en la forma 
de TG en músculos de fibra estriada y miocardio, en tanto que en el hígado 




La dislipidemia en el SM se caracteriza por un espectro de anomalías lipídicas 






densidad (LDL) y de muy baja densidad (VLDL), como así también la disminución en 
los niveles de HDL-col antiaterógeno (Kaur, 2014). 
Inicialmente, la lipólisis en el tejido adiposo se ve aumentada por la alteración 
de la señalización de insulina, dando como resultado un aumento de los niveles de 
AGL. En el hígado, los AGL son la fuente para la síntesis de TG, y también estabilizan 
la producción de apo B, la apolipoproteína que compone las partículas de VLDL, 
resultando en una mayor producción de las mismas. A continuación, en presencia 
de RI, continúa incrementándose la producción de VLDL. Éstas últimas se 
metabolizan a lipoproteínas remanentes y LDL más pequeñas y densas, las cuales 
pueden promover la formación de ateroma (Gimeno y col., 2015). 
 
1.2.4- Hipertensión  
La hipertensión se ha asociado con anomalías metabólicas: obesidad, 
intolerancia a la glucosa y dislipidemia (Ferranini y col., 1991). Algunos estudios han 
puesto de manifiesto que la hiperglucemia y la hiperinsulinemia son capaces de 
activar el SRAA mediante angiotensinógeno y angiotensina 2 (AT2), contribuyendo 
al desarrollo de la hipertensión en individuos con RI (Malhotra y col., 2001). Además, 
tanto la RI como la hiperinsulinemia estimulan el Sistema Nervioso Simpático (SNS) 
y, en consecuencia, los riñones aumentan la reabsorción de sodio, el corazón 
aumenta el gasto cardíaco y las arterias responden con vasoconstricción e 
hipertensión (Morse y col., 2005; Kaur, 2014). 
 
1.2.5- Estado proinflamatorio y protrombótico 
El estado proinflamatorio se sobreañade y contribuye a la RI. La mayor 
secreción de IL-6 y TNF-α generados por adipocitos y macrófagos derivados de 
monocitos intensifican la RI, así como la lipólisis de los depósitos de TG en el tejido 
adiposo, que se transforman en AGL circulantes. La IL-6 y otras citoquinas 
proinflamatorias también intensifican la producción de glucosa por el hígado, la 






aumentan la producción de fibrinógeno por el hígado y de PAI-1 por adipocitos, 
todo lo cual origina un estado protrombótico. Los niveles mayores de citoquinas 
circulantes también estimulan la producción de PCR por el hígado. La menor 
producción de adiponectina, un producto del tejido adiposo de acción 
antiinflamatoria y sensibilizante a la insulina, también es parte del SM (Pattison y col., 
2009; Moschen y col., 2010; Lumeng y col., 2011). 
 
1.3- Microbiota intestinal y SM 
Los factores genéticos y ambientales (estilo de vida) están bien caracterizados 
en el desarrollo de la obesidad y las alteraciones metabólicas relacionadas, pero 
ambos no llegarían a explicar la alta prevalencia de esta patología. En este aspecto, 
la microbiota intestinal (MI) ha sido propuesta como un nuevo factor que contribuye 
en el desarrollo de aumento de peso, RI, alteraciones del metabolismo de glucosa y 
otros riesgos cardiometabólicos entre los individuos. La MI es esencial en la 
obtención de energía «extra» procedente de la dieta, en la producción de vitaminas 
y otros componentes nutricionales esenciales. Regula muchos aspectos de la 
inmunidad innata y adquirida, y protege al hospedador de la invasión de patógenos 
e inflamación crónica. Algunos investigadores relacionan los desequilibrios en la MI 
con la susceptibilidad a infecciones, desórdenes inmunológicos, obesidad y RI 
(Diamant y col., 2011). 
Existe una relación recíproca entre el hospedador y su MI. Las modificaciones 
en la alimentación provocan cambios en el número de bacterias, en la proporción 
de ciertos filotipos y en la transcripción de sus genes, jugando un papel importante 
en el desarrollo de factores asociados al SM. 
Algunos autores han señalado un aumento en la relación 
Firmicutes/Bacteroidetes en la MI como biomarcador de la predisposición a la 
obesidad y DT2. Sin embargo, otros estudios no revelan diferencias significativas de 
esta relación entre obesos y normopesos tanto en modelos animales como en 






encontrado diferencias significativas comparando sujetos sanos con obesos y 
diabéticos. En mujeres embarazadas las investigaciones de Collado y col. (2008) y 
Santa Cruz y col. (2010) relacionan el sobrepeso con un aumento en la población de 
patógenos oportunistas como S. aureus (Firmicutes) y E. coli (γ‐Proteobacteria). Fei y 
col. (2013) informan un  aumento de la abundancia de Enterobacterias y 
Enterobacter en sujetos con obesidad mórbida; Cani y col. (2007) muestran además, 
que se produce una reducción en las poblaciones de Bifidobacterium; y Zhang y col. 
(2010) un enriquecimiento de las poblaciones sulfato‐reductoras como Desulfovibrio. 
También se ha informado en obesos una mayor concentración de Prevotella 
(Bacteroidetes) y descenso en el género Bacteroides (Bacteroidetes) (Angelakis y col., 
2012).  
Las modificaciones de los hábitos alimentarios podrían explicar hasta el 57% 
de la variación en la composición de la MI. Esto indica que la dieta juega un papel 
importante en el cambio de poblaciones de la MI, pudiendo transformar el fenotipo 
saludable en una entidad inductora de SM o viceversa (Brown y col., 2012). 
 
1.4- Probióticos y SM 
Datos experimentales apuntan al uso de probióticos como elementos 
esenciales en la prevención y tratamiento de patologías relacionadas con la 
obesidad y el SM, mejorando el equilibrio de la MI, disminuyendo la sensación de 
hambre y la adiposidad central, y mejorando el perfil lipídico y la integridad de la 
mucosa intestinal con descenso del grado inflamatorio (Diamant y col., 2011). 
La Organización de las Naciones Unidas para la Alimentación y la Agricultura 
(FAO) y la OMS han definido a los probióticos como “microorganismos vivos  que 
cuando se administran en cantidades adecuadas confieren un beneficio en la salud 
del hospedador”. Esta definición es ampliamente aceptada y adoptada por la 
International Scientific Association for Probiotics and Prebiotics  (ISAPP) (Hill y col., 
2014). Como microorganismos probióticos se utilizan sobre todo (aunque no 






Bifidobacterium (Consulta de Expertos FAO, 2006). El estudio de los probióticos 
puede parecer complejo por el hecho de que la eficacia de los mismos es específica 
de cepa. Además los resultados obtenidos para una misma cepa y/o especie 
dependen en muchos casos de la dosis y el tiempo de administración (Marik, 2012). 
Entre los beneficios de su consumo se incluyen la inmunomodulación, actividad 
antagonista frente a patógenos gastrointestinales, efectos en el metabolismo lipídico 
y de la lactosa, y  propiedades antimutagénicas y anticarcinogénicas (Cho y col., 
2009). 
Los probióticos representan una estrategia nutricional prometedora para el 
tratamiento de diversas enfermedades metabólicas, entre ellas la obesidad, DT2 y 
ECV, caracterizadas por un desequilibrio (disbiosis) en la composición bacteriana de 
la MI en comparación con el patrón considerado normal.  El impacto que ejerce el 
consumo de probióticos sobre diferentes parámetros relacionados con la obesidad 
ha sido estudiado administrando distintas cepas de los géneros Lactobacillus y 
Bifidobacterium a ratones. Numerosos estudios han demostrado reducción de peso 
corporal en ratones alimentados con dietas ricas en grasa a los que, además de la 
dieta, se les suplementaba una o varias cepas probióticas. En general, estos ensayos 
mostraron también un menor peso del tejido graso de diversas localizaciones 
abdominales. Sin embargo, estos estudios han puesto de manifiesto diferencias 
entre especies y cepas en cuanto a su efecto anti-obesidad, así como en cuanto a 
los posibles mecanismos implicados en los hallazgos descriptos. Estos mecanismos 
incluyen la modulación de la absorción y excreción de grasa, la reducción de la 
endotoxemia y la inflamación, y la modulación de numerosos genes implicados en la 
lipogénesis hepática y/o la lipólisis del tejido adiposo (Prados-Bo y col., 2015). 
 
2- BACTERIAS LÁCTICAS 
Las bacterias lácticas (BL) son, tanto desde un punto de vista filogenético 
como fenotípico y ecológico, un grupo heterogéneo de microorganismos que 






la fermentación de carbohidratos. Las BL se han venido utilizando inadvertidamente 
durante miles de años para la producción de alimentos tales como queso y yogur. 
Sin embargo, fue recién en 1857 cuando Louis Pasteur demostró que la producción 
de ácido láctico en las fermentaciones se debía a la acción de microorganismos. 
Años más tarde, en 1873, Joseph Lister aisló de leche un microorganismo al que 
denominó Bacterium lactis, marcando así el inicio del estudio microbiológico de las 
BL (Stiles y col., 1997). 
Las BL se encuentran en muy diferentes hábitats, todos ellos ricos en 
nutrientes. Se hallan presentes en alimentos de origen animal y vegetal, entre los 
que cabe destacar la leche, la carne y los cereales, y juegan un papel primordial en 
la obtención de sus derivados fermentados, razón por la cual son el grupo 
bacteriano con mayor importancia industrial (Caplice y col., 1999). También se 
encuentran con frecuencia en el ambiente, principalmente en el suelo y las aguas 
residuales (Holzapfel y col., 2001). Además, forman parte de la microbiota asociada 
a las mucosas en el hombre y otras especies animales (Kostic y col., 2013).  
En general, son microorganismos Gram-positivos y anaerobios facultativos, 
que no forman esporas y son tolerantes al ácido. Un rasgo clave de las BL es su 
incapacidad de sintetizar porfirinas y, por lo tanto, grupos hemo, por lo que carecen 
de citocromos. Al no existir un sistema de cadena de transporte de electrones, la 
generación de la energía tiene lugar mediante fermentación, es decir, fosforilaciones 
a nivel de sustrato (Khalid, 2011). Las BL carecen de una verdadera catalasa, aunque 
algunos lactobacilos descomponen el peróxido mediante una pseudocatalasa que 
no contiene un grupo hemo (Beyer y col., 1985). La mayoría de las BL son 
anaerobias pero, a diferencia de muchos microorganismos anaerobios, pueden 
crecer en presencia de oxígeno como anaerobios aerotolerantes gracias a la 
posesión de peroxidasas y superóxido dismutasas (Saminen y col., 2004; Khalid, 
2011; Doyle y col., 2013). 
El grupo de las BL es conocido por sus complejos requerimientos nutritivos 






nutrientes. Debido a su escasa capacidad biosintética dependen de un aporte 
exógeno y variable, en función de la especie, de carbohidratos fermentables, 
proteínas, vitaminas, sales, ácidos grasos o ésteres de ácidos grasos y/o nucleótidos, 
que precisamente pueden encontrar en nichos ecológicos ricos en nutrientes, como 
es el caso de la leche o el tracto gastrointestinal (Khalid, 2011; Douillar y col., 2014). 
Una importante cualidad de las BL, que ha ganado gran protagonismo en los 
últimos años, es su «potencial probiótico». Es importante remarcar que no todas las 
BL exhiben propiedades probióticas. En efecto, frecuentemente se han observado 
importantes variaciones entre especies y cepas. Además, puede ocurrir que cepas 
con características requeridas para producir efectos beneficiosos sobre la salud, sean 
inviables desde el punto de vista tecnológico.  
Diversos estudios demuestran la incidencia positiva de las BL en la prevención 
de infecciones gastrointestinales, intolerancia a la lactosa, alergias, así como en la 
modulación del sistema inmunitario (Dicks y col., 2010). A los múltiples efectos 
informados por varios autores sobre el sistema inmune, hay que sumarle la 
capacidad de regular el peso corporal y controlar las alteraciones metabólicas 
inducidas por la dieta. En particular, los géneros Lactobacillus y Bifidobacterium han 
demostrado mejorar la obesidad, la inflamación y las complicaciones metabólicas 
asociadas a través de varios mecanismos, incluyendo la inhibición de la adhesión de 
patógenos a la mucosa intestinal, la «estabilización» de la MI, mejoras en la 
integridad de la mucosa y la función de barrera comprometidas por enfermedad o 
estrés, producción de ácidos grasos de cadena corta o vitaminas, presencia de 
actividades enzimáticas y actividad antioxidante, entre otras (Cani y col., 2007; 
Ewaschuk y col., 2007; Amar y col., 2011; Lakhan y col., 2011; Abeijón Mukdsi y col., 
2012; Moya-Pérez y col., 2015). 
 
3- CINAMIL ESTERASAS 
Diferentes cepas de BL pueden ejercer efectos beneficiosos basados en 






bacteriana permite la liberación de compuestos antioxidantes absorbibles y podría 
aplicarse como «criterio de selección» de microorganismos probióticos. 
Desde hace un tiempo ha surgido el interés de dilucidar el papel beneficioso 
de las esterasas en salud humana y animal como generadoras de compuestos 
antioxidantes (Couteau y col., 2001; Bhathena y col., 2008, Abeijón Mukdsi y col., 
2012). Así, resulta relevante el estudio de las cinamil esterasas (CE), y entre ellas 
principalmente las feruloil esterasas. 
Las CE son un grupo de enzimas que hidrolizan ésteres conjugados de 
ácidos hidroxicinámicos (AH), tales como el ácido cafeico, ferúlico, sinápico y p-
cumárico, los cuales se encuentran comúnmente en cereales, frutas y verduras 







 Los AH son compuestos fenólicos presentes en varios alimentos y bebidas 
de origen vegetal, que rara vez se encuentran en forma libre, debido a la presencia 
de enlaces ésteres que los unen con otros AH (por ejemplo, ácido clorogénico en el 
café), con cadenas laterales pécticas (por ejemplo, ácido ferúlico y ácido p-cumárico 
en espinacas), o con azúcares como xilosa, arabinosa o galactosa en la pared celular 
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Figura 4: Hidrólisis de hidroxicinamatos por acción de cinamil esterasas. Los hidroxicinamatos no 
pueden ser absorbidos como tales, por lo que la hidrólisis de las uniones ésteres y la posterior 







(Fry, 1982; Smith y Hartley, 1983). La liberación de los AH es de gran importancia, 
ya que estudios recientes demostraron los efectos antioxidantes, antiinflamatorios y 
antidiabéticos de los AH libres y sus derivados (Clifford, 2000; Faulds, 2010; Oboh y 
col, 2015).  
La forma libre de estos ácidos se puede absorber fácilmente en el tracto 
digestivo superior de los humanos, mientras que los ácidos fenólicos esterificados no 
se absorben de manera eficiente (Olthof y col., 2001; Konishi, y Kobayashi, 2005). Se 
sabe que una amplia gama de bacterias y hongos pueden hidrolizar los ésteres 
hidroxicinamatos (Faulds, y Williamson, 1991; Castanares y col., 1992; Donaghy y 
col., 1998). Las enzimas responsables de esta hidrólisis son las CE, entre las que se 
destacan las feruloil esterasas (FE) [E.C. 3.1.1.73] capaces de liberar preferentemente 
ácido ferúlico (AF) (Kroon, y Williamson, 1999; Fritsch y col, 2007). La aplicación de 
estas enzimas en la producción de alimentos puede llevar a una mejora en el valor 
nutricional, la calidad del producto o la composición del aroma (Mathew, y 
Abraham, 2004). Por otro lado, se sabe que las bacterias son capaces de 
incrementar la biodisponibilidad de AH en los alimentos y en el intestino humano 
(Kroon y col., 1997; Couteau y col., 2001). Por lo tanto, la actividad CE de bacterias 
que forman parte de la microbiota colónica humana, ya sea de forma natural o 
como probióticos ha despertado gran interés. 
 Estudios anteriores se han centrado en la purificación y caracterización de las 
esterasas fúngicas (Brezillon y col., 1996; Panagiotou y col., 2007; Kanauchi y col., 
2008; Mandalari y col., 2008) mientras que estudios más recientes investigaron las 
esterasas de BL (Lai y col., 2009; Bel-Rhlid y col., 2012; Esteban-Torres y col., 2013; 
Raimondi y col., 2015). 
El consumo regular de salvado de cereal y/o productos enriquecidos con 
salvado, resulta en la ingestión de grandes cantidades de hidroxicinamatos (García-
Conesa y col., 1997). El AF es el AH más abundante en los cereales (Andreasen y 
col., 2000) y se cree que contribuye en gran medida a los efectos benéficos que 






baja dosis de AH (especialmente AF) estimula la secreción de insulina (Balasubashini 
y col., 2003, 2004; Adisakwattana y col., 2008), previene el estrés oxidativo y la 
peroxidación lipídica (Srinivasan y col., 2007) e inhibe  la progresión de la nefropatía 
diabética (Fujita y col., 2008).  
La liberación enzimática de AH a partir de las fibras presentes en los 
alimentos de origen vegetal tiene lugar en los intestinos de mamíferos (Figura 5). Si 
bien se ha detectado actividad FE en las células epiteliales del intestino delgado, el 
mayor nivel de actividad FE se encontró en muestras de contenido intestinal 
(Andreasen y col., 2001a, 2001b). Esto sugiere que «la actividad FE de las bacterias 
que componen la MI es un factor clave en la liberación y asimilación de estos 
compuestos fenólicos esterificados» (Kroon y col., 1997; Couteau y col., 2001). 
La presencia de actividad CE ha sido demostrada en la microbiota del 
intestino de roedores y humanos (Buchanan y col., 1996; Kroon y col., 1997; 
Andreasen y col., 2001b; Couteau y col., 2001; Wang y col., 2004; Lai y col., 2009; 
Abeijón Mukdsi y col. 2012 y 2013). Se ha informado que las esterasas intestinales 
son capaces de hidrolizar hidroxicinamatos (ésteres ferulato y p-cumarato) liberando 
así los AH que quedan disponibles para ser absorbidos y pasar al sistema circulatorio 












En ratas, la actividad CE del intestino delgado deriva principalmente de la 
mucosa, mientras que en el intestino grueso, se encuentra predominantemente en el 
contenido intestinal (microbiota del lumen) (Andreasen y col., 2001a). Debido a la 
gran importancia de las CE de la microbiota intestinal en la liberación de AH in vivo, 
los niveles de estas enzimas representan un factor crítico que influye sobre la 
biodisponibilidad de estos compuestos antioxidantes, entre los cuales el AF es de 
especial interés por los múltiples beneficios que se le atribuyen. 
 
4- ÁCIDO FERÚLICO 
El ácido ferúlico (AF) o ácido 4-hidroxi-3-metoxicinámico (Figura 6) es uno de 
los AH más abundantes en la naturaleza. Este ácido fenólico se encuentra 
principalmente en las paredes celulares de las plantas; por lo tanto, está 
ampliamente presente en productos alimenticios como salvado, granos enteros, 
Figura 5: Liberación y absorción de AH a nivel intestinal: (1): El salvado conteniendo los ésteres 
hidroxicinamatos llega al intestino delgado; (2): Las esterasas de la mucosa intestinal pueden  hidrolizar algunos 
de los enlaces ésteres que unen los AH a los polímeros de la pared vegetal; (3): Algunos ácidos libres pueden 
ser absorbidos; (4): El salvado sin digerir llega al intestino grueso; (5) Las enzimas microbianas hidrolizan los 






frutas, verduras, y también en bebidas como el té, café y cerveza (Srinivasan y col., 






En la pared celular vegetal, el AF se halla generalmente como 
dihidrodímeros, cuya función es formar puentes entre los polímeros de xilano o 
pectina. Esta estructura entrelazada aumenta la rigidez, y también se ha sugerido 
que puede prevenir la biodegradabilidad de la pared celular por microorganismos 
(Iiyama y col., 1994; García-Conesa y col., 1997; Grabber  y col., 1998). Se ha 
reportado que el 90% del AF presente en los cereales se encuentra unido a los 
arabinoxilanos por medio de enlaces ésteres (Scalbert y Williamson, 2000, Nackz y 
Shahidi, 2006). El salvado de cereal es particularmente rico en AF. El AF constituye 
cerca del 0,60% (p/p, peso seco) en salvado de trigo; 3,1% en salvado de maíz; 
0,29% en salvado de centeno; 0,03% en salvado de avena y 0,9% en la pared celular 
del endospermo del arroz, (Faulds y Williamson, 1999; Topakas y col., 2007; Zhao y 
Moghadasian, 2008). 
Las FE rompen la unión éster de los polisacáridos con el AF, liberando 
dímeros o monómeros del mismo, a partir de la hemicelulosa de la pared vegetal. 
Estas enzimas son secretadas por algunas bacterias y hongos que parasitan las 
plantas, ya sea para ingresar a la célula vegetal o para utilizar el material de la pared 
celular como recurso nutricional. Por lo general, las FE no son capaces de liberar por 
sí solas el AF a partir del material polimérico de la pared celular, de modo que 






actúan sinérgicamente con otras enzimas hidrolíticas (celulasas, xilanasas, pectinasas) 






El AF es un potente antioxidante capaz de neutralizar radicales libres, como 
las especies reactivas de oxígeno (ROS, del inglés reactive oxygen substances) (Rice-
Evans y col., 1996) que han sido implicadas en el daño al ADN (Lombard y col., 
2005), el cáncer (Hu y col., 2011), el envejecimiento celular acelerado (Ishii y col., 
1998), obesidad (Sonta y col., 2004) y DT2 (Donath y Shoelson, 2011). La 
importancia fisiológica del AF y en particular, su función como antioxidante, 
depende de la disponibilidad para ser absorbido y posteriormente interactuar con 
los tejidos diana (Srinivasan y col., 2007). El AF ha demostrado un enorme potencial 
como agente antioxidante, antiinflamatorio, antimicrobiano y reductor  del 
colesterol, entre otros, por lo que incrementar su liberación a partir de fuentes 
Figura 7: Acción de enzimas hidrolíticas en la pared celular vegetal. El AF es liberado por acción de 
las FE. El acceso de estas enzimas a los enlaces ésteres se ve facilitado por celulasas y xilanasas, 
capaces de degradar las microfibrillas de celulosa y las cadenas de xilano de la estructura 







naturales, mediante el empleo de BL, resulta una estrategia bioterapeútica 






4.1- Actividad antioxidante del AF 
Los seres humanos son susceptibles a la acción de radicales libres y ROS, 
como el anión superóxido y radicales hidroxilo. Altas concentraciones de estas 
moléculas producen estrés oxidativo (EO), ya que pueden atacar y dañar 
biomoléculas como las proteínas y el ADN, lo que causa enfermedad y muerte 
celular. Los factores que influyen en la formación de ROS pueden ser endógenos 
(metabolismo oxidativo mitocondrial e inflamación) y exógenos (dieta, luz UV, 
tabaquismo, consumo de fármacos). Se ha observado que elevados niveles de ROS 






están involucrados en varias patologías, como ECV, obesidad, DT2 y aterosclerosis 
(Hulsmans y col., 2012).  
Los antioxidantes reducen el riesgo de enfermedades degenerativas 
asociadas a EO (Shahidi y Chandrasekara, 2015). El AF actúa como agente 
antioxidante mediante diferentes mecanismos: eliminando radicales libres, 
absorbiendo la luz UV, regulando sistemas antioxidantes e inhibiendo ciertas 
enzimas oxidativas. Además, es capaz de anclarse en las bicapas lipídicas de las 
células con el extremo del ácido carboxílico, y de esta manera puede prevenir la 
peroxidación lipídica (Ghosh y col., 2017). Se ha demostrado que el AF elimina 
radicales como el peróxido de hidrógeno, superóxido, hidroxilo y dióxido de 
nitrógeno (Zhouen y col., 1998; Ou y col., 1999; Kayahara y col., 1999; Ketsawatsakul 
y col., 2000). La actividad antioxidante del AF en términos de eliminación de 
radicales libres se atribuye en gran medida a sus características estructurales. El 
núcleo fenólico y la cadena lateral insaturada permiten la formación de un radical 
fenoxi estabilizado por resonancia. Este radical fenoxi resultante impide que se 
propague una reacción en cadena de radicales, y a menudo colisiona y se condensa 
con otro radical formando un dímero conocido como curcumina (Srinivasan y col., 
2007). Cabe destacar que gracias a la presencia de enlaces insaturados conjugados, 
el AF es capaz de absorber la luz UV, protegiendo así de la oxidación a los 
compuestos sensibles a la luz (de Oliveira Silva y Batista, 2017). 
Por otro lado, el AF ayuda de forma sinérgica a la acción de otros sistemas 
antioxidantes. Se ha demostrado que el AF aumenta la actividad de enzimas capaces 
de neutralizar los radicales libres, como ser la catalasa (CAT), superóxido dismutasa 
(SOD), glutatión S-transferasa hepática y quinona reductasa hepática y colónica. A la 
inversa, el AF y sus derivados también pueden inhibir la acción de enzimas 
generadoras de ROS, como la tirosinasa, y regular de forma negativa otras vías 
involucradas en la muerte celular, como es el caso de la óxido nítrico sintasa 
inducible (Kawabata y col., 2000; Ou y Kwok, 2004; Mancuso y Santangelo, 2014; 






en varias aplicaciones (industria alimenticia, farmacéutica o cosmética) y son 
responsables, en parte, de muchas de las actividades terapéuticas del mismo. 
 
4.2- Actividad antiinflamatoria del AF 
Varios estudios han demostrado que el AF puede actuar como un agente 
antiinflamatorio. Este ácido puede inhibir la producción y regular la expresión de 
citoquinas pro y antiinflamatorias, respectivamente (Ou y Kwok, 2004; Ghosh y col., 
2017). Los macrófagos desempeñan un papel central en la inflamación crónica y 
aguda, produciendo grandes cantidades de citoquinas proinflamatorias y 
mediadores inflamatorios, como ROS, óxido nítrico (NO), TNF-α y prostaglandina E2. 
Se ha demostrado que el AF disminuye los niveles de prostaglandina E2, NO, 
proteína inflamatoria de macrófagos 2 (MIP-2) y TNF-α (Ou y col., 2003). También 
se demostró que el AF reduce la producción de interleuquina 8 (IL-8), un factor 
quimiotáctico de neutrófilos, in vitro e in vivo, en respuesta a infecciones por el virus 
de la influenza (Hirabayashi y col., 1995). 
 
4.3- Actividad antimicrobiana del AF 
El AF ha demostrado importantes efectos antimicrobianos contra levaduras, 
bacterias Gram-positivas y Gram-negativas (Cho y col., 2000). También ha 
demostrado inhibir a varios microorganismos residentes del tracto gastrointestinal 
humano, entre ellos Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Pseudomonas 
aeruginosa y Shigella sonnei (Lo y Chung, 1999; Tsou y col., 2000). La actividad 
antimicrobiana del AF se ha correlacionado con la inhibición de la arilamina N-
acetiltransferasa bacteriana (Lo y Chung 1999). En términos de actividad antiviral, 
Edeas y col. (1995) demostraron la inhibición in vitro del virus del SIDA por AF 









4.4- AF como agente anticancerígeno 
La capacidad antioxidante del AF es responsable de una serie de efectos 
citoprotectores contra el cáncer. Al neutralizar ROS e inducir la actividad de enzimas 
citoprotectoras tales como SOD, CAT, vitaminas A, C y E, el AF ayuda a prevenir la 
peroxidación de lípidos y el daño al ADN, las proteínas y las membranas celulares. 
Este efecto se demostró en linfocitos de rata, células HeLa (cáncer de cuello de 
útero) y células NCI-H460 (cáncer de pulmón). También se ha informado que el AF 
puede inhibir la actividad telomerasa en células de adenocarcinoma (Kumar y Pruthi, 
2014; Mancuso y col., 2014; Ghosh y col., 2017). 
 
4.5- AF como agente antidiabético 
El AF también ha demostrado efectos antidiabéticos. Se ha informado que 
una dosis de 10-40 mg/kg de masa corporal, reduce los niveles de glucosa en 
sangre en ratas hembras con diabetes inducida por estreptozotocina (STZ) 
(Balasubashini y col., 2004). Además, la administración de AF conduce a una 
expansión de los islotes pancreáticos, aumentando la masa de células β, 
promoviendo así la secreción de insulina y la utilización de sacarosa en estos 
animales (Balasubashini y col., 2004). De hecho, Prabhakar y col. (2013) propusieron 
que el AF podría actuar de forma sinérgica con los fármacos antidiabéticos 
disponibles actualmente, para controlar la diabetes y sus complicaciones asociadas. 
 
4.6- AF como agente hipocolesterolémico 
Se ha demostrado que el AF es capaz de reducir el colesterol. Cuando se 
administró por vía oral a ratas, redujo significativamente las concentraciones de 
colesterol unido a las lipoproteínas LDL y VLDL, mientras que también aumentó los 
niveles de HDL-col (Kamal-Eldin y col., 2000; Kim y col., 2003). Además, Son y col., 
(2010) demostraron que la administración de AF a ratones alimentados con una 
dieta con alto contenido de grasa, tuvo un efecto hipolipidémico, promoviendo un 






biosíntesis de ácidos grasos. La capacidad del AF para reducir los niveles de 
colesterol en plasma de ratones se comparó incluso con la del clofibrato, un fármaco 
empleado para reducir el colesterol y los triglicéridos en sangre (Paiva y col., 2013). 
 
 
Ante las limitaciones y deficiencias que se presentan actualmente en lo 
referente a la prevención y tratamiento del SM, está claro que existe la necesidad 
de desarrollar nuevas estrategias que permitan contrarrestar sus múltiples efectos 
perjudiciales. En este sentido, las bacterias probióticas constituyen una alternativa 
segura y natural. Las BL con actividad FE permiten aumentar la biodisponibilidad 
de AF a nivel intestinal, lo cual podría inducir cambios metabólicos que resulten 
























Evaluar el empleo de bacterias lácticas (BL) con actividad cinamil esterasa (CE) 
en un modelo murino de síndrome metabólico (SM), como una posible estrategia 
nutricional para la prevención de esta patología. 
 
OBJETIVOS ESPECÍFICOS (OE) 
 OE1- Seleccionar BL de origen alimentario o intestinal humano con actividad FE 
generadoras de ácidos hidroxicinámicos. 
 
 OE2- Estudiar el efecto de diferentes fuentes de carbono y de las condiciones del 
tracto gastrointestinal sobre la actividad FE de las BL seleccionadas. 
 
 OE3- Estandarizar un modelo experimental de SM inducido por una dieta rica en 
grasa en ratones. 
 
 OE4- Evaluar el efecto de la administración oral de la/s bacteria/s seleccionada/s 
sobre la actividad CE intestinal y biomarcadores en el modelo experimental de SM. 
 
 OE5- Realizar estudios tecnológicos preliminares: Optimizar el diseño de 






















 MATERIALES Y MÉTODOS GENERALES  
1- Microorganismos 
Las cepas de bacterias lácticas (BL) utilizadas en este trabajo de tesis se 
detallan en la Tabla 3. Las mismas fueron obtenidas de la Colección de Cultivos del 
Centro de Referencia para Lactobacilos (CERELA), Tucumán, Argentina.  
 
Tabla 3: Cepas de bacterias lácticas estudiadas 
Género y Especie Código CRL Origen 
Lactobacillus acidophilus CRL43 Queso regional  
Lactobacillus acidophilus CRL644 Producto lácteo 
Lactobacillus acidophilus CRL1014 Heces de infantes 
Lactobacillus coryniformis subsp. torquens CRL999 Establo lechero 
Lactobacillus coryniformis subsp. coryniformis CRL1001 Ensilado 
Lactobacillus fermentum CRL574 Heces 
Lactobacillus fermentum CRL722 Desconocido  
Lactobacillus fermentum CRL944 Boca humana 
Lactobacillus fermentum CRL955 Boca humana 
Lactobacillus fermentum CRL973 Remolacha fermentada 
Lactobacillus fermentum CRL1408 Saliva humana 
Lactobacillus fermentum CRL1446 Queso de Cabra 
 Continúa en página siguiente 





Tabla 3: Cepas de bacterias lácticas estudiadas 
Género y Especie Código CRL Origen 
Lactobacillus fructivorans CRL941 Desconocido 
Lactobacillus fructivorans CRL977 Sake 
Lactobacillus helveticus CRL974 Queso Suizo 
Lactobacillus helveticus CRL1062 Queso Gruyere 
Lactobacillus johnsonii CRL1231 Heces de adulto 
Lactobacillus mucosae CRL573 Heces 
Lactobacillus plantarum CRL41 Quesos 
Lactobacillus plantarum CRL46 Quesos 
Lactobacillus plantarum CRL350 Suelo de alta montaña 
Lactobacillus plantarum CRL352 Suelo de alta montaña 
Lactobacillus plantarum CRL353 Suelo de alta montaña 
Lactobacillus plantarum CRL382 Suelo de alta montaña 
Lactobacillus plantarum CRL681 Embutidos 
Lactobacillus plantarum CRL725 Bagazo 
Lactobacillus plantarum CRL759 Harina 
Lactobacillus plantarum CRL936 Harina 
 Continúa en página siguiente 





Tabla 3: Cepas de bacterias lácticas estudiadas 
Género y Especie Código CRL Origen 
Lactobacillus plantarum CRL1449 Leche de oveja 
Lactobacillus plantarum CRL1471 Leche de cabra 
Lactobacillus plantarum CRL1614 Embutidos 
Lactobacillus reuteri CRL1101 Intestino humano 
Lactobacillus reuteri CRL1097 Desconocido 
Lactobacillus reuteri CRL1099 Desconocido 
Lactobacillus reuteri CRL1098 Desconocido 
Lactobacillus reuteri CRL1100 Desconocido 
Lactobacillus reuteri CRL1101 Desconocido 
Pedicoccus pentosaseus CRL761 Harina 
Pedicoccus pentosaseus CRL764 Harina 
Weisella confusa CRL570 Heces 
 
 
2- Medio y condiciones de cultivo 
Las BL se cultivaron en medio Man-Rogosa-Sharpe (MRS) (De Man y col., 
1960). La activación se realizó mediante tres pases sucesivos en caldo MRS. Las 
células fueron inoculadas al 2% (v/v) en el medio elegido e incubadas a 37°C sin 
agitación durante 16 horas. 
 





Medio MRS: Peptona 10 g; extracto de levadura 5 g; extracto de carne 5 g; glucosa 
20 g; tween 80 1 mL; acetato de sodio 5 g; citrato de amonio 2 g; sulfato de 
magnesio 0,1 g; sulfato de manganeso 0,05 g; agua destilada 1 L; pH 6,5. 
 
3- Conservación de los cultivos 
A corto plazo: Los cultivos overnight (fase exponencial tardía de crecimiento) 
fueron inoculados al 2% (v/v) en caldo MRS o en leche descremada reconstituida 
(LDR) 10% (p/v) y conservados a 4°C. Esto permitió conservar las cepas por períodos 
de aproximadamente 1-3 meses. 
A largo plazo: Se colocó en viales estériles 1 mL del cultivo activo + 1 mL de 
glicerol 20% (v/v) estéril y se conservó a -20°C. También se optó por cosechar 
células a partir de un cultivo overnight, lavarlas con solución fisiológica (SF) estéril, 
resuspenderlas en 3 mL de LDR 10% (p/v) + extracto de levadura 0,5% (p/v) + 
glicerol y conservarlas a -80°C. 
 
4- Esterilización de los medios de cultivo 
Salvo en casos en que se indique otro método, los medios de cultivo 
empleados fueron esterilizados en autoclave a 121°C durante 20 minutos. 
 
5- Análisis estadístico 
Los datos fueron analizados con el programa GraphPad Prism versión 6.00 
para Windows (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). Los resultados son medias 
de dos o tres experimentos independientes ± error estándar (ES). Las diferencias 
entre grupos consideradas estadísticamente significativas (p<0,05) fueron 
determinadas con el Student’s t-test (múltiple test –t). Las correcciones para 
múltiples comparaciones fueron corregidas con el método de Sidak-Bonferroni.  
 
 





MATERIALES Y MÉTODOS 
 CAPÍTULO I 
 
BACTERIAS LÁCTICAS CON ACTIVIDAD FERULOIL ESTERASA 
 
I.1- Selección de BL con actividad feruloil esterasa (FE) mediante ensayos in vitro 
I.1.1- Evaluación cualitativa de la actividad FE 
La capacidad de hidrolizar etil ferulato (actividad FE) se evaluó en todas las 
cepas de BL mencionadas en la Tabla 3, de acuerdo a la metodología descripta por 
Abeijón Mukdsi y col. (2012). Se empleó como sustrato etil ferulato (Sigma-Aldrich, 
MO, EE.UU.) al 1% (p/v) en metanol, el cual se adicionó en una concentración de 1 
g/L (4,5 mM) a un medio de cultivo MRS agar sin glucosa. Se practicaron pocillos de 
aproximadamente 0,5 cm de diámetro donde se sembraron 50 µL de las 
suspensiones bacterianas en solución fisiológica (SF). Las placas se incubaron a 37°C 
durante 24 a 72 h, hasta evidenciar la formación de un halo claro alrededor de los 
pocillos indicando la hidrólisis del etil ferulato (EtF). Se utilizó como control positivo 
la cepa L. fermentum ATCC14932 (aislada de saliva humana)  (Donaghy y col., 1998). 
 
I.1.2- Evaluación cuantitativa de la actividad FE 
Las cepas que mostraron la aparición de halos claros en el medio agarizado 
en un menor tiempo de incubación (24 h o menos), se activaron en medio MRS, se 
lavaron dos veces con buffer fosfato salino (PBS) pH 7, y se resuspendieron en el 
mismo buffer hasta alcanzar una DO ~1,0. Posteriormente se inocularon (2%, v/v) 
en caldo MRS sin glucosa suplementado con EtF  (1,5 mM) y se incubaron a 37°C. Se 
tomaron alícuotas de 1 mL a las 0, 3, 6, 9, 12 y 24 h. Las células se cosecharon por 
centrifugación (10000 rpm, 10 min, 4°C) y las cantidades de EtF consumido y ácido 
ferúlico liberado se determinaron en los sobrenadantes por cromatografía líquida de 
alta resolución (HPLC). 





I.1.3- Determinación de ácido ferúlico (AF) y sus ésteres 
Las muestras se analizaron por HPLC en fase reversa en un cromatógrafo con 
detector UV (Knauer, Berlin, Alemania). La separación de los compuestos se llevó a 
cabo en una columna C18 (Reprosil-Pur ODS 250 mm largo, 4,6 mm d.i., 3,5 µm 
espesor, Dr Maisch GmbH, Ammerbuch, Alemania). Se inyectaron 20 µL de muestra 
y se eluyó en condiciones isocráticas con 1 mL/min de la fase móvil compuesta por 
agua, acetonitrilo y ácido acético (en proporción 69%, 30% y 1%, v/v, 
respectivamente). Los compuestos de interés se detectaron a 320 nm y sus 
concentraciones se calcularon a partir de curvas de calibración estándar. 
 
I.1.4- Evaluación del crecimiento bacteriano  
La viabilidad celular se determinó a las 0, 3, 6, 9, 12 y 24 h de cultivo en 
medio MRS sin glucosa suplementado con EtF (1,5 mM). Se sembraron las diluciones 
seriadas apropiadas sobre MRS agar y los resultados se expresaron como Log 
UFC/mL luego de 48-72 h de incubación a 37°C. Como control se emplearon las 
cepas inoculadas en medio MRS sin glucosa y sin el agregado de EtF. 
 
I.2- Influencia de diferentes fuentes de carbono sobre el crecimiento de BL 
Las cepas de BL seleccionadas (previamente activadas, lavadas con PBS pH 7 
y resuspendidas en el  volumen original) se inocularon (2% v/v) en un medio mínimo 
(MM) suplementado con diferentes fuentes de carbono (0,5% p/v): Glucosa, Xilosa, 
Arabinosa, Fructosa, EtF y Ácido clorogénico. El crecimiento bacteriano se evaluó en 
cada uno de estos seis medios por turbidimetría, midiendo la densidad óptica a 560 
nm (DO560) con un lector de microplacas (VersamaxTM, Molecular Devices, 
Sunnyvale, CA, EE.UU.). Se realizaron mediciones a las 0, 6, 12, 24 y 30 h de 
incubación (37°C) y se graficaron las curvas de crecimiento correspondientes (DO560 
vs tiempo). Como control se emplearon las cepas inoculadas en MM sin el agregado 
de fuente de carbono 





Medio Mínimo (MM): Peptona de carne 5 g; extracto de levadura 5 g; sulfato de 
magnesio 1 g; tween 80 0,5 mL; agua destilada 1 L. 
 
I.3- Influencia de diferentes fuentes de carbono sobre la actividad FE de BL 
I.3.1- Obtención de suspensiones celulares 
Las BL seleccionadas se cultivaron durante 6 horas (fase logarítmica de 
crecimiento) en los medios de cultivos mencionados en el ítem I.2: (MM, 
MM+Glucosa, MM+Xilosa, MM+Arabinosa, MM+Fructosa, MM+EtF, MM+Ácido 
clorogénico). Las células se cosecharon por centrifugación (10000 rpm, 10 min), se 
lavaron y se resuspendieron (30% p/v) en PBS pH 7 obteniéndose las diferentes 
suspensiones celulares.  
 
I.3.2- Determinación de actividad FE 
La actividad FE se determinó por incubación de las distintas suspensiones 
celulares en buffer PBS pH 7 adicionado con metil ferulato (1 mM) como sustrato. 
Las mezclas de reacción se incubaron a 37°C durante 3 h y las reacciones 
enzimáticas se detuvieron por la adición de ácido acético glacial (2 mM, pH 2,5). Las 
muestras se filtraron y el AF liberado se determinó por HPLC según lo descripto 
anteriormente en el ítem I.1.3. 
Actividad FE: Se define una unidad (U) de actividad enzimática como la cantidad de 
enzima que libera 1 µmol de AF por hora.  
Actividad específica: U/miligramo de células (peso seco)  
 
I.4- Resistencia de las BL a condiciones simuladas del tracto gastrointestinal (TGI) 
Las células cosechadas a partir de un cultivo activo de 16 h se lavaron con 
buffer PBS pH 7 y se resuspendieron en jugo gástrico artificial de pH 3 y pH 4, por 
separado. Ambas suspensiones se incubaron a 37°C durante 2 h con agitación. 





Posteriormente, estas suspensiones celulares se centrifugaron (8000 rpm, 15 min) y 
las células se resuspendieron en jugo intestinal artificial de pH 8. Se incubó 
nuevamente a 37°C durante 2 h con agitación (Zárate y col., 2000). Se tomaron 
muestras (1 mL) antes y después de cada una de las incubaciones y las mismas se 
sembraron en medio MRS agar. Las placas se incubaron a 37°C durante 48 h y se 
realizó el recuento de las células viables. Los resultados fueron expresados como 
Log UFC/mL.  
Además de la viabilidad, se evaluó paralelamente la actividad FE de las BL 
antes (tiempo inicial) y después (tiempo final) del pasaje simulado por el TGI, según 
la metodología descripta en el ítem I.3.2. 
Composición del jugo gástrico artificial: NaCl 125 mM, KCl 7 mM, NaHCO3 45 mM, 
pepsina 3 g/L, HCl en concentración variable entre 80 a 100 mM para ajustar a pH. 
Composición del jugo intestinal artificial: Sales biliares (Oxgall, Sigma-Aldrich, MO, 
EE.UU.) 0,3% (p/v) y pancreatina (ICN Biomedicals, OH, EE.UU.) 0,1% (p/v). El pH se 
ajustó a 8 con NaOH 5 M. 
 
I.5- Hidrólisis de la fibra de salvado de trigo 
I.5.1- Liberación de AF a partir de salvado pre-tratado con xilanasa 
En diferentes tubos se pre-incubaron 100 mg de salvado de trigo estéril con 
750 µL de xilanasa (5U) durante 18 h a 37°C. Luego se añadieron 750 µL de: 
a) Suspensiones bacterianas de L. acidophilus CRL1014, L. fermentum CRL1446 y L. 
johnsonii CRL1231 (por separado). 
b) NaOH 1M (hidrólisis alcalina). 
c) PBS pH 7 (control). 
Las muestras se incubaron a 37°C durante 18 h, se centrifugaron (8000 rpm, 
10 min) y se recuperaron los sobrenadantes. Se adicionó HCl (37%) hasta llegar a un 





pH final de 2 y se determinó la cantidad de AF liberado por HPLC. Estos mismos 

































MATERIALES Y MÉTODOS 
CAPÍTULO II 
 
ESTANDARIZACIÓN DE UN MODELO EXPERIMENTAL DE SÍNDROME METABÓLICO 
 
II.1- Análisis composicional de dietas comerciales para ratones 
Se utilizaron dos dietas comerciales para ratones: dieta balanceada 
convencional [DC] (Asociación de Cooperativas Argentinas, División Nutrición 
Animal, San Nicolás, Buenos Aires, Argentina) y dieta rica en grasa [DRG] (Dyets 
Version of the AIN-93G Based Induced Obesity - Diet with 60% Fat Dervied Calories 
- EE.UU.). 
Ambos alimentos fueron analizados química y nutricionalmente en el 
Laboratorio de Evaluación de Alimentos del Instituto Superior de Investigaciones 
Biológicas (INSIBIO), Tucumán, Argentina. Se aplicó la metodología AOAC (2000)  
para realizar las siguientes determinaciones:  
Humedad: Se determinó por secado hasta peso constante a 100°C según método 
AOAC 925.09.  
Cenizas: Se determinaron en mufla a 500-550°C hasta peso constante según 
método AOAC 923.03.  
Proteínas: Se utilizó el método de Kjeldahl (AOAC 984.13). 
Lípidos: Se aplicó el método de extracción por Soxhlet utilizando éter de petróleo 
(AOAC 920.39).  
Fibra dietaria total: Se trabajó por duplicado aplicando el método enzimático-
gravimétrico (AOAC 985.29). Se utilizó el kit comercial de Megazyme® que contiene 
las enzimas α-amilasa termoestable, proteasa y amiloglucosidasa. Luego de una 
serie de tres digestiones enzimáticas al pH especificado, en baño termostatizado con 
agitación, se precipitó la fibra soluble con etanol 96°. Las muestras se filtraron al 
vacío en un filtro Duran-Schott® N° 3 con celite®, se lavaron con ácido, se secaron 
hasta peso constante en estufa a 100°C y se pesaron. El porcentaje de fibra dietaria 





total se obtuvo corrigiendo el peso del residuo seco luego de restar el porcentaje de 
proteína y cenizas determinados en los duplicados. 
Carbohidratos disponibles (CH): Se calculó por diferencia según:  
%CH = 100 - (%Humedad + %Cenizas + %Proteínas + %Grasas + %Fibra Total) 
Los datos analíticos se expresaron en g por 100 g de muestra (base húmeda). 
Los resultados fueron expresados como promedio ± desviación estándar de 3 
determinaciones independientes. 
 
II.2- Formulación de DRG suplementada con salvado de trigo 
El alimento comercial rico en grasa (Dyets Version of the AIN-93G) se trituró 
y se suplementó con 7% (p/p) de salvado de trigo (de manera tal que el contenido 
de fibra resultara similar al del alimento convencional). La mezcla se amasó 
manualmente y posteriormente se modelaron los pellets. Los mismos se 
conservaron en heladera a una temperatura de 4°C hasta su utilización. 
 
II.3- Estandarización de un modelo experimental de Síndrome Metabólico (SM) 
II.3.1- Animales y dieta  
Se trabajó con ratones machos de dos cepas presentes en el bioterio de 
CERELA (BALB/c y Albinos Suizos) y de dos edades: recién destetados (3 semanas) y 
adultos (6 semanas). Los mismos fueron mantenidos en jaulas a una temperatura de 
22±2°C con ciclos de luz-oscuridad de 12 h y se les administró alimento y agua de 
bebida ad libitum durante 14 semanas. 
Un grupo de animales fue alimentado con dieta convencional [DC] (grupo 
Control) y otro grupo recibió la dieta rica en grasa suplementada con 7% (p/p) de 
salvado de trigo [DRG+s]  (Grupo SM). Los grupos experimentales fueron en total 
ocho (n=6 por grupo): Control BALB/c destete, SM BALB/c destete, Control BALB/c 
adulto, SM BALB/c adulto, Control Suizo destete, SM Suizo destete, Control Suizo 
adulto y SM Suizo adulto (Tabla 4). 





Tabla 4: Grupos experimentales de ratones 
Ratón BALB/c Suizo 
Edad Destete Adulto Destete Adulto 
Alimento DC DRG+s DC DRG+s DC DRG+s DC DRG+s 
Grupo Control SM Control SM Control SM Control SM 
 
 
II.3.2- Peso Corporal 
Los 8 grupos de ratones fueron pesados diariamente durante un período de 
14 semanas utilizando una balanza electrónica (ACCULAB, EE.UU.) con una 
sensibilidad de 0,01 g. El peso (g) para cada grupo, se expresó como un promedio 
de los valores obtenidos. 
 
II.3.3- Glucemia  
Cada dos semanas se determinaron los niveles de glucosa en sangre. Para 
ello, los animales fueron sometidos a un ayuno de 12 h y las muestras de sangre se 
obtuvieron del ápice de la cola de los ratones, practicando un ligero corte con 
bisturí. La concentración de glucosa sanguínea se midió utilizando un glucómetro 
(ACCU-CHEK Active de Laboratorios Roche, Argentina). 
 
II.3.4- Prueba de Tolerancia Oral a la Glucosa (PTOG) 
 La PTOG se realizó de acuerdo al metodología descripta por Gauffin-Cano y 
col. (2013). A las 14 semanas, y previo ayuno de 12 h, los ratones recibieron por vía 
oral (gavage) una solución de glucosa 60% (p/v). La dosis de administración fue de 
2g/kg de peso corporal. Las mediciones de glucemia se realizaron cada 30 minutos, 
DC: Dieta convencional    DRG+s: Dieta rica en grasa suplementada con 7% (p/p) de salvado de trigo 
 





durante un período de 2 horas (0, 30, 60, 90 y 120 min) según las indicaciones del 
apartado II.3.3. 
 
II.3.5- Sacrificio y obtención de plasma 
Los animales fueron anestesiados por inyección intraperitoneal de una 
mezcla de ketamina-xilacina [ketamina (100 mg/kg) + xilacina (5 mg/kg)]; Richmond 
División Veterinaria S.A., Bs. As., Argentina]. Posteriormente se realizó una punción 
cardíaca para extraer sangre, la cual fue colectada en tubos conteniendo ácido 
etilendiaminotetraacético (EDTA) (Wiener Lab., Rosario, Argentina) como 
anticoagulante. Las muestras fueron centrifugadas (2500 rpm, 10 min) y el plasma 
fue recuperado de la capa superior y almacenado a -20°C hasta su procesamiento. 
Los experimentos se llevaron a cabo en estricta conformidad con las 
recomendaciones de la Guía para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio del 
bioterio de CERELA y siguiendo el protocolo experimental (CRL-BIOT-EF-2012/1A) 
aprobado por el Comité de Ética de la institución. 
 
II.3.6- Perfil Lipídico 
A las 14 semanas, se determinaron en plasma: Colesterol Total, HDL-
Colesterol, LDL-Colesterol y Triglicéridos. Las determinaciones se realizaron 












MATERIALES Y MÉTODOS 
CAPÍTULO III 
 
ADMINISTRACIÓN ORAL DE BACTERIAS LÁCTICAS CON ACTIVIDAD FE EN UN 
MODELO MURINO DE SINDROME METABÓLICO 
 
III.1- Administración oral de las BL seleccionadas 
III.1.1- Preparación de las suspensiones de BL 
Las cepas L. fermentum CRL1446 y L. johnsonii CRL1231 fueron inoculadas al 
2% (v/v) en 50 mL de caldo MRS e incubadas a 37°C durante 12 h. Se cosecharon 
por centrifugación (10000 rpm, 10 min) y se lavaron 2 veces con SF estéril.  Las 
células se resuspendieron en agua de bebida estéril y se realizaron las diluciones 
necesarias para obtener suspensiones bacterianas en el orden de 10⁹ UFC/mL.  
 
III.1.2- Animales, dieta y administración de las BL 
Se utilizaron ratones Albinos Suizos machos de 6 semanas de edad. Los 
mismos fueron divididos en 8 grupos experimentales (n=8 por grupo) y se les 
suministró alimento y agua de bebida ad libitum, siguiendo las indicaciones del 
apartado II.3.1. Los tiempos de alimentación evaluados fueron 7 semanas (1° 
sacrificio) y 14 semanas (2° sacrificio).  
En los dos períodos estudiados los animales fueron alimentados con DC 
(grupo Control) y DRG+S (3 grupos SM). Además, recibieron diariamente por vía 
oral (gavage) un volumen de 100 µL de agua (grupo Control y grupo SM) o de 
suspensiones bacterianas (10⁹ UFC/mL) de L. fermentum CRL1446 (grupo SM+Lf) y 
L. johnsonii CRL1231 (grupo SM+Lj). La dosis de administración de las cepas fue de 
108 UFC/día/ratón (Tabla 5 y Figura 9). 
 
 





Tabla 5: Grupos experimentales evaluados a las 7 y 14 semanas de alimentación 
Grupo Alimento Gavage 
Control DC Agua 
SM DRG+s Agua 
SM+Lf DRG+s L. fermentum CRL1446 




       Figura 9: Grupos experimentales y protocolo de alimentación 
 
III.2- Ganancia de peso corporal y Eficiencia alimentaria 
Para evaluar la ganancia de peso corporal los ratones fueron pesados  al 
inicio de la experiencia y al cabo de las 7 y 14 semanas. Además, se monitoreó 
DC: Dieta convencional    DRG+S: Dieta rica en grasa suplementada con 7% (p/p) de salvado de trigo 
 





diariamente la cantidad de alimento ingerido por los animales. Se utilizó una 
balanza electrónica (ACCULAB, EE.UU.) con una sensibilidad de 0,01 g. 
La ganancia de peso corporal (GPC) se calculó de la siguiente manera:  
GPC (g) = Peso corporal final (g) - Peso corporal inicial (g). 
El índice de eficiencia alimentaria (EA) se expresó de la siguiente manera: 
EA= GPC (g) / Cantidad de alimento consumido (g) 
 
III.3- Prueba de Tolerancia Oral a la Glucosa (PTOG) 
Se realizó la PTOG según lo descripto en el apartado II.3.4. Se graficaron las 
correspondientes curvas de tolerancia (concentración de glucosa vs tiempo) y se 
determinaron las áreas bajo la curva de los diferentes grupos experimentales a las 7 
y 14 semanas. 
 
III.4- Prueba de Tolerancia Oral a la Sacarosa (PTOS)  
A las 14 semanas, y previo ayuno de 12 h, los ratones recibieron por vía oral 
(gavage) una solución de sacarosa 60% (p/v). La dosis de administración fue de 
2g/kg de peso corporal. Las mediciones de glucemia se realizaron cada 30 minutos, 
durante un período de 2 horas (0, 30, 60, 90 y 120 min) según las indicaciones del 
apartado II.3.3 (Tomaro-Duchesneau y col., 2014). 
 
III.4.1-  Inhibición de la actividad α -glucosidasa 
La capacidad inhibitoria de la actividad α-glucosidasa se determinó en L. 
fermentum CRL1446 y L. johnsonii CRL1231 empleando p-nitrofenil α-D-
glucopiranósido (p-NPG) como sustrato. La mezcla de reacción conteniendo PBS pH 
6,5 estéril (200 μL), p-NPG (8 μL), suspensión bacteriana (10 μL) y α-glucosidasa 
(0,17 U/mL, Sigma-Aldrich, MO, EE.UU.) se incubó a 37°C durante 20 min. La 
cantidad de p-nitrofenol liberado fue cuantificado por medición de la absorbancia 





inicial y final a 405 nm utilizando un lector de microplacas (VersamaxTM, Molecular 
Devices, Sunnyvale, CA, EE.UU.) (Li y col., 2016). 
 
III.5- Sacrificio y obtención de plasma 
Los animales fueron sacrificados al final de las semanas 7 y 14, y se obtuvo el 
plasma según el procedimiento descripto en el apartado II.3.5. 
  
III.6- Recolección de órganos 
Luego del sacrificio se procedió a la extracción de diferentes órganos: hígado, 
intestino grueso, tejido adiposo mesentérico (TAM) y tejido adiposo epididimal 
(TAE).  
Se pesaron las muestras de TAM y TAE y el índice de adiposidad (IAd) fue 
calculado utilizando la ecuación:  
IAd = [(Peso de TAM + Peso de TAE) / Peso corporal] × 100 
 
III.7- Preparación de extractos de hígado  
Los extractos de hígado fueron obtenidos según la metodología descripta 
por Caetano y col. (2013). El hígado de cada ratón fue disgregado y homogenizado 
a 4°C con buffer fosfato de potasio 100 mM pH 7,5 suplementado con EDTA 1 mM 
y ditiotreitol 3 mM; para ello se utilizó una relación volumen de buffer/peso de 
hígado de 5/1. Los homogenatos fueron centrifugados  (8000 rpm, 30 min, 4°C) y 
los sobrenadantes fueron empleados para la determinación de las actividades 
enzimáticas. 
 
III.7.1- Determinación de actividad Glutatión Peroxidasa (GPx) 
La actividad GPx fue determinada según el protocolo descripto por Flohé y 
Günzler (1984), midiendo la velocidad de oxidación del NADPH a 340 nm.  





Actividad GPx: Se definió una unidad (U) de actividad enzimática como la cantidad 
de enzima que produce 1 nmol de NADP oxidado por minuto.  
Actividad específica: U/g de hígado. 
 
III.7.2- Determinación de actividad Glutatión Reductasa (GR) 
La actividad GR fue determinada por el método de Esterbauer y Grill (1978). 
Se midió la velocidad de oxidación del NADPH (disminución de la absorbancia a 340 
nm).  
Actividad GR: Se definió una unidad (U) de actividad enzimática como la cantidad de 
enzima que produce 1 nmol de NADP oxidado por minuto.  
Actividad específica: U/g de hígado.  
 
 III.8- Determinación de lipoperoxidación en plasma 
Se determinó la concentración de derivados de lipoperóxidos (TBARS) en el 
plasma de los animales empleando la metodología del ácido tiobarbitúrico (TBA) 
(Ohkawa y col., 1979). En un tubo de vidrio se colocó 0,5 mL de plasma, se agregó 
1,5 mL de ácido tricloroacético (TCA) al 20% (p/v), se tapó y colocó a baño maría 
hirviente durante 10 minutos. A continuación se enfrió con agua helada y se agregó 
1 mL de TBA 0,67 % (p/v) en HCl 0,25 N. Se mezcló y se colocó a baño maría 
hirviente por 30 minutos. Se enfrió rápidamente, se centrifugó a 4000 rpm y se 
midió la absorbancia del sobrenadante a 535 nm en espectrofotómetro. El 
coeficiente de extinción molar del TBA a 535 nm fue utilizado para realizar los 











III.8.1- Determinación de proteínas en plasma 
Las concentraciones de proteínas se determinaron por el método de 
Bradford (1976), usando un kit comercial de Bio-Rad (CA, EE.UU.) y albúmina sérica 
bovina (Sigma-Aldrich, MO, EE.UU.) como estándar.  
 
III.9- Obtención de contenido de colon 
Luego del sacrificio, el intestino grueso de cada animal fue diseccionado, 
colocado en una caja de petri conteniendo PBS pH 7 estéril y se mantuvo a 4°C. La 
extracción del contenido intestinal se realizó ejerciendo presión mecánica con pinza 
Adson sin dientes, se recogió en tubos eppendorfs de 2 mL y se pesó en balanza 
analítica. 
 
III.9.1- Determinación de actividad Feruloil Esterasa (FE) intestinal  
La actividad FE intestinal se determinó empleando la metodología descripta 
por Abeijón Mukdsi y col. (2012). Al contenido de intestino grueso se añadió 1 mL 
de buffer PBS pH 7 estéril, se homogeneizó en vórtex y luego se centrifugó (5000 
rpm, 4°C, 5 min). Los sobrenadantes se conservaron en baño de hielo hasta su 
utilización. La actividad FE se determinó por incubación del sobrenadante de 
contenido intestinal enbuffer PBS pH 7 adicionado con metil ferulato (1 mM) como 
sustrato. Las mezclas de reacción se incubaron a 37°C durante 18 h y las reacciones 
enzimáticas se detuvieron por adición de ácido acético glacial (2 mM, pH 2,5). Las 
muestras se filtraron y el ácido ferúlico (AF) liberado se determinó por HPLC según 
lo descripto en el apartado I.1.3. 
Actividad FE intestinal: Se define una unidad (U) de actividad enzimática como la 
cantidad de enzima que libera 1 µmol de AF por hora.  
Actividad específica: U/gramo de contenido intestinal.  
 
 





III.9.2- Producción de ácidos grasos de cadena corta en contenidos de colon 
Se evaluó la producción de ácidos acético, propiónico y butírico en el 
contenido intestinal a las 14 semanas de acuerdo a la metodología descripta por 
Argañaraz-Martínez y col., (2013). Para ello se preparó una solución 5% (p/v) de 
contenido de colon con agua destilada estéril. Las muestras se desproteinizaron 
mediante la adición de H2SO4 (concentración final 0,1 M). Luego, se mantuvieron a 
4°C durante 15 min, se centrifugaron (7000 rpm, 10 min) y los ácidos orgánicos 
fueron detectados y cuantificados en el sobrenadante por HPLC.  
Se inyectaron 20 μL de sobrenadante en un sistema de HPLC (Knauer) 
equipado con una bomba Smartline pump 100, un detector de índice de refracción 
(Knauer, K-2301), un muestreador automático AS3800 y una columna de 
intercambio iónico (BIO-RAD Aminex HPX-87H; 300 × 7,8 mm). Los diferentes 
componentes fueron eluídos con H2SO4 5 mM a una velocidad de flujo de 0,6 mL 
min-1. 
 
III.9.3- Detección de metabolitos de AF en contenidos de colon 
Se determinó la presencia de metabolitos derivados del AF en los contenidos 
de intestino grueso de ratones alimentados durante 14 semanas. Para ello se 
prepararon homogenatos de contenido intestinal al 30% (p/v) en PBS pH 7 y se 
realizó la extracción. Alícuotas de 500 µL de homogenato se acidificaron con 10 µL 
de HCl (37%) y a continuación se adicionaron 2 mL de acetato de etilo. Se 
centrifugaron las muestras (8000 rpm, 10 min) y se recuperó la fase orgánica. 
Posteriormente se evaporó hasta sequedad en baño de agua a 40°C bajo una 
corriente de N2 y las muestras residuales se resuspendieron en 100 µL de metanol.  
Se inyectaron 20 µL de cada muestra en un equipo de HPLC-UV-MS (InMet 
S. A., Rosario, Argentina) para detectar los diferentes compuestos fenólicos 
derivados del AF. Las condiciones utilizadas fueron los siguientes: 
Fase móvil: A: H2O MQ / 0,1% de Ác. fórmico; B: Acetonitrilo / 0,1% de Ác. fórmico; 





Flujo: 0,2 mL/min; Columna: C18 Hypersil-GOLD, Thermo Scientific (50 x 2,1 mm; 1,9 
µm de tamaño de partícula); Temperatura de columna: 25°C; Temperatura de auto-
sampler: 20°C; Detección: UV 320 nm, 265 nm +MS; Tiempo de corrida: 21 minutos. 
 
III.10- Ensayos bioquímicos 
Se evaluaron los niveles plasmáticos de Glucosa, el perfil lipídico (Colesterol 
Total, HDL-Colesterol, LDL-Colesterol y Triglicéridos), y las Transaminasas Glutámico 
Oxalacética (GOT o AST) y Glutámico Pirúvica (GPT o ALT) mediante métodos 
enzimáticos, utilizando kits comerciales (Wiener Lab, Rosario, Argentina). Además se 
determinaron los niveles plasmáticos de leptina (Mouse/Rat Leptin Quantikine ELISA 
Kit, R&D Systems, Minneapolis, EE.UU.) e insulina (ALPCO Mouse Insulin ELISA, NH, 
EE.UU.) por inmunoensayo. 
 
III.11- Índices de riesgo cardiovascular 
Para el cálculo de estos índices se emplearon los valores de lípidos en plasma 
obtenidos a las 7 y 14 semanas del ensayo experimental. Se utilizaron las ecuaciones 
sugeridas por Millán y col. (2009) y Vega y col. (2014):  
 Índice de aterogenicidad (IA) = (Colesterol total – HDL)/ HDL 
 LDL/HDL 
 Triglicéridos/HDL 
 Índice de aterogenicidad de plasma (IAP) = Log (TG/HDL) 
 
III.12- Índice HOMA de resistencia a la insulina (HOMA-IR) 
Se calculó empleando los valores plasmáticos de insulina y glucosa en ayunas 
obtenidos a las 7 y 14 semanas del ensayo experimental. Se utilizó el modelo de 
homeostasis para la resistencia a la insulina (Matthews y col., 1985).  
HOMA-IR =  (Glucosa en ayunas x Insulina en ayunas) /22,5 
 





III.13- Evaluación del estado inflamatorio 
El estado inflamatorio de los animales se evaluó a las 14 semanas. Se realizó 
la determinación de los niveles plasmáticos de citoquinas (TNF-α, IFN-γ, IL-6 e IL-10) 
por citometría de flujo, empleando el kit CBA Mouse Soluble Protein Flex Set, (BD 
CA, EE.UU).  
 
III.14- Análisis histopatológico  
Las muestras de hígado y tejido adiposo epididimal de cada grupo 
experimental fueron fijadas en paraformaldehído al 10% (v/v) en PBS pH 7, y 
posteriormente incluidas en parafina. Los bloques de parafina fueron cortados con 
micrótomo en láminas de 3-5 µm y se colocaron en portaobjetos de vidrio. Los 
cortes histológicos fueron teñidos utilizando una mezcla de hematoxilina-eosina y se 
observaron al microscopio óptico (Carl Zeiss - Axio Scope.A1). 
 
III.14.1- Evaluación del tamaño de adipocitos  
Se determinó el tamaño de los adipocitos de cada grupo experimental de 
acuerdo a la metodología descripta por Gauffin Cano y col. (2013), utilizando el 
software Carl Zeiss – Axio Vision Release 4.8. Se tomaron microfotografías de cortes 
de tejido adiposo de cada grupo con un objetivo de 40x. Se determinó el área (µm2) 
de cada adipocito de un total de 100 adipocitos en dos cortes histológicos por ratón 
de cada grupo. A continuación, los adipocitos fueron agrupados por rangos de 
tamaño según sus áreas de la siguiente manera: 
A: 500-1000 µm2;  
B: 1001-2000 µm2;  
C: 2001-3000 µm2;  
D: 3001-4000 µm2; 
E: 4001-8000 µm2  
 
 





III.15- Evaluación de la microbiota intestinal por PCR en tiempo real (qPCR) 
Al final de las 14 semanas de alimentación y antes del sacrificio de los 
animales, se tomaron muestras de heces de los ratones de cada grupo; las mismas 
se colectaron en tubos eppendorfs estériles y se conservaron  a -20°C. 
La extracción de ADN se realizó utilizando un kit comercial específico para 
muestras fecales (QIAamp DNA Stool Mini Kit, Hilden, Alemania). El procedimiento 
comprendió pasos de lisis de muestras de heces, adsorción de impurezas y 
purificación de ADN en columnas QIAamp Mini spin.  
Se emplearon cebadores específicos dirigidos a distintos géneros bacterianos 
(Tabla 5) para caracterizar la composición de la microbiota mediante qPCR usando 
LightCyclerH 480 SYBR Green I Master (Roche, EE. UU.) con un sistema de detección 
de secuencias ABI PRISM 7000-PCR (Applied Biosystems, Reino Unido) (Santacruz y 
col., 2010; Gauffin Cano, 2012). 
 










III.16- Ensayo de translocación bacteriana  
Este ensayo se realizó con la finalidad de determinar la inocuidad de las 
cepas seleccionadas, el hígado y el bazo de cada animal (grupos SM+Lf y SM+Lj) se 
removieron asépticamente a las 14 semanas post-administración y se disgregaron 
en 5 mL de SF en condiciones de esterilidad. Los órganos fueron homogenizados en 
SF y sembrados en 3 medios de cultivo agarizados diferentes: MRS, Mac Conkey y 
BHI. Las placas fueron incubadas a 37°C durante 48 h en anaerobiosis. 
Mac Conkey agar: Peptona 20 g; lactosa 10 g; bilis de buey desecada 5 g; púrpura 
de bromocresol 0,01 g; agar 15 g; agua destilada 1 L; pH 7,1. 
BHI agar: Sustrato nutritivo (extracto de cerebro-corazón y peptona) 27,5 g; D (+) 
glucosa 2 g; cloruro de sodio 5 g; fosfato disódico 2,5 g; agar 15 g; agua destilada 1 


















MATERIALES Y MÉTODOS 
CAPÍTULO IV 
 
ESTUDIOS TECNOLÓGICOS PRELIMINARES: MICROENCAPSULACIÓN 
 
IV.1- Microencapsulación de BL con actividad FE 
IV.1.1- Microorganismos 
Se trabajó inicialmente con las 3 cepas de BL previamente seleccionadas por 
su elevada actividad FE in vitro: L. fermentum CRL1446, L. johnsonii CRL1231, L. 
acidophilus CRL1014. 
 
IV.1.2- Método de microencapsulación 
El método de microencapsulación empleado fue el secado por atomización 
(Spray Drying). Se utilizó como material cobertor de las BL una matriz compuesta 
por alginato de sodio, inulina y maltodextrina (1, 15, 10% p/v, respectivamente). La 
mezcla se esterilizó en autoclave (121°C, 20 min) previo  al  proceso de secado. Los 
parámetros de operación del secador por spray (Buchi Mini Spray Dryer B280, Suiza) 
fueron los siguientes: Temperatura del aire de entrada (T° inlet): 130°C; Temperatura del 
aire de salida (T° outlet): 79-80°C; Flujo de alimentación: 5 mL/min; Flujo de aire: 50 m3/min; 
Agitación constante. 
Las 3 cepas de BL fueron secadas en las condiciones mencionadas; para ello 
600 mL de caldo MRS se inocularon con 25 mL de los cultivos activos (inóculos al 4 
% v/v). Al cabo de 16 h de incubación a 37°C, las células se cosecharon por 
centrifugación (7000 rpm, 10 min, 4°C), se lavaron dos veces con buffer PBS pH 7 
estéril y se resuspendieron en un volumen final de 30 mL. Las suspensiones 
bacterianas se incorporaron en 250 mL de la mezcla alginato-inulina-maltodextrina 
con agitación a 30°C. Se tomaron alícuotas (1 mL) inmediatamente para hacer los 
recuentos de UFC/mL y el dosaje de la actividad FE inicial (antes del secado). Los 





polvos obtenidos después del proceso de secado (microcápsulas) se colocaron 
dentro de tubos Falcon estériles, se sellaron las tapas con parafilm para evitar la 
humidificación, y se guardaron en recipientes herméticos a 4°C. La mezcla cobertora 
sin inocular también fue secada y el polvo obtenido fue utilizado como control. 
El contenido de humedad  de los polvos se determinó mediante el método 
de Karl Fischer, basado en la oxidación del dióxido de azufre por yodo (AOAC, 2005; 
método 2001.12).  
 
IV.2- Evaluación de la viabilidad de las BL 
IV.2.1- Viabilidad de las cepas antes y después del secado 
Para evaluar la resistencia de las cepas al proceso de secado por spray, se 
tomaron muestras de las matrices inoculadas con las 3 BL (antes del secado) y de los 
polvos obtenidos tras el proceso de secado. Se efectuaron diluciones seriadas de las 
muestras en PBS pH 7 estéril y se sembró en placas de MRS agar. Se incubó a 37°C 
durante 48-72 h en microaerofilia y se calculó UFC/mL y UFC/g de polvo. 
 
IV.2.2- Viabilidad durante el almacenamiento de las microcápsulas 
Se evaluó la viabilidad de las cepas microencapsuladas almacenadas a 4°C. 
Se tomaron muestras a los 0, 1, 2, 4, 7 y 9 meses, y se realizaron los recuentos en 
placas de MRS agar determinándose UFC/g de polvo. 
 
IV.3- Evaluación de la actividad FE   
IV.3.1- Detección de actividad FE de BL antes y después del secado 
La presencia de actividad FE de las cepas se determinó antes y después del 
proceso de secado. Se usó medio MRS agar sin glucosa adicionado de etil ferulato 
(1% v/v). Se realizaron pocillos de aproximadamente 1 cm de diámetro, en donde se 
sembraron las suspensiones bacterianas en la mezcla cobertora (antes del secado) y 
los respectivos polvos reconstituidos en PBS (después del secado). Tras 24-72 h de 





incubación a 37°C, la aparición de halos de aclaramiento alrededor de los pocillos, 
indicaron la presencia de actividad FE. 
 
IV.3.2- Determinación de actividad FE en microcápsulas almacenadas a 4°C 
La actividad FE se determinó a los 0, 1, 2, 4, 7 y 9 meses de almacenamiento. 
Los polvos reconstituidos se incubaron (37°C, 24 h) en buffer PBS pH 7, adicionado 
con metil ferulato (1 mM) como sustrato. Las reacciones enzimáticas se detuvieron 
por adición de ácido acético glacial (2 mM, pH 2,5), las muestras se filtraron y el AF 
liberado se determinó por HPLC según lo descripto en el apartado I.1.3.  
La actividad específica se expresó como U/Log UFC, en donde U = µmol de 
AF liberado por hora.  
 
IV.4- Resistencia de las microcápsulas a las condiciones simuladas del TGI 
Se evaluó in vitro la resistencia de las 3 cepas de BL microencapsuladas a las 
condiciones presentes en el TGI. La metodología empleada fue la misma que en el 
caso de las cepas libres, descripta en el apartado I.4. Después de las incubaciones 
secuenciales en los jugos gástrico e intestinal artificiales, se sembró en medio MRS 
agar y el recuento de las células viables fue expresado como Log UFC/g de polvo. 
 
IV.5- Administración de las microcápsulas  en un modelo experimental de SM en 
ratón 
IV.5.1- Animales, dieta y administración de las microcápsulas 
Se utilizaron ratones Albinos Suizos machos de 6 semanas de edad. Los 
mismos fueron divididos en 4 grupos experimentales (n=12) y mantenidos en jaulas 
a una temperatura de 22±2°C con ciclos de luz-oscuridad de 12 h. Los animales 
recibieron alimento y agua de bebida ad libitum durante un período de 7 semanas. 
Los ratones fueron alimentados con dieta convencional [DC] (grupo Control) y dieta 
rica en grasa suplementada con salvado de trigo [DRG+s] (3 grupos SM).  Además, 





recibieron diariamente mediante gavage suspensiones de las microcápsulas en agua 
de bebida (10% p/v). Se administraron microcápsulas vacías (grupos Control y SM) y 
microcápsulas conteniendo L. fermentum CRL1446 (grupo SM+Lf) y L. johnsonii 
CRL1231 (grupo SM+Lj). La dosis de administración fue de 107 UFC/día/ratón. En la 
Tabla 6 se detallan los grupos experimentales evaluados. 
 
Tabla 6: Grupos experimentales evaluados a las 7 semanas de alimentación 
Grupo Alimento Microcápsulas 
Control DC Vacías 
SM DRG+s Vacías 
SM+Lf DRG+s L. fermentum CRL1446 
SM+Lj DRG+s L. johnsonii CRL1231 
IV.6.2- Ganancia de peso corporal y Eficiencia alimentaria 
 
Para evaluar la ganancia de peso corporal, los ratones fueron pesados al 
inicio de la experiencia y al cabo de 7 semanas. Además, se monitoreó diariamente 
la cantidad de alimento ingerido por los animales. 
La ganancia de peso corporal (GPC) y el índice de eficiencia alimentaria (EA) 
se calcularon de acuerdo a las ecuaciones detalladas en el apartado III.2 
Se realizó además la prueba de tolerancia oral a la glucosa (PTOG) en todos 
los grupos de animales siguiendo las indicaciones del apartado II.3.4. 
 
IV.5.2- Sacrificio y obtención de plasma 
Los animales fueron sacrificados al final de las 7 semanas y se obtuvo el plasma 




DC: Dieta convencional    DRG+s: Dieta rica en grasa suplementada con 7% (p/p) de salvado de trigo 
 





IV.5.3- Recolección de órganos 
Luego del sacrificio se procedió a la extracción de diferentes órganos: hígado, 
intestino grueso, tejido adiposo mesentérico (TAM) y tejido adiposo epididimal 
(TAE).   
El índice de adiposidad (IAd) se expresó utilizando la fórmula detallada en el 
apartado III.6. 
 
IV.5.4- Preparación de extractos de hígado 
Los extractos de hígado fueron obtenidos según la metodología descripta en 
el apartado III.7. 
 
IV.5.5- Actividad Glutatión Peroxidasa (GPx) y Glutatión Reductasa (GR)  
Las actividades GPx y GR fueron determinadas en extractos de hígado, de 
acuerdo a lo descripto en los apartados III.7.1 y III.7.2, respectivamente. 
 
IV.5.6- Actividad FE intestinal 
Se determinó la actividad FE en contenidos de intestino grueso según lo 
indicado en el apartado II.9.1. 
 
IV.5.7- Ensayos bioquímicos 
Se evaluaron los niveles plasmáticos de Glucosa, Colesterol Total, HDL-
Colesterol, LDL-Colesterol y Triglicéridos mediante métodos enzimáticos, utilizando 
kits comerciales (Wiener Lab, Rosario, Argentina). Además, se determinaron por 
inmunoensayo los niveles plasmáticos de leptina (Mouse/Rat Leptin Quantikine 
ELISA Kit, R&D Systems) e insulina (ALPCO Mouse Insulin ELISA). 
Se calcularon índices de riesgo cardiovascular e índice HOMA-IR aplicando 
las ecuaciones detalladas en los apartados III.11 y III.12, respectivamente. 
 
 





IV.5.8- Análisis histopatológico 
Las muestras de hígado de cada grupo experimental fueron procesadas para 





CAPÍTULO I  
 
BACTERIAS LÁCTICAS CON 


























 OE1- Seleccionar BL de origen alimentario o intestinal humano con 
actividad FE generadoras de ácidos hidroxicinámicos. 
 
 OE2- Estudiar el efecto de diferentes fuentes de carbono y de las 
condiciones del tracto gastrointestinal sobre la actividad FE de las BL 
seleccionadas 





BACTERIAS LÁCTICAS CON ACTIVIDAD FERULOIL ESTERASA 
 
I.1- Selección de BL con actividad feruloil esterasa (FE) mediante ensayos in vitro 
I.1.1- Evaluación cualitativa de la actividad FE 
Se determinó la capacidad de hidrólisis de etil ferulato (EtF) en las cepas de 
BL detalladas en la Tabla 3 (ver Materiales y Métodos).  
De las 40 cepas evaluadas solo 12 mostraron halos de hidrólisis en el medio 
agarizado (MRS sin glucosa + EtF), indicando la presencia de actividad FE (Figura 
10 y Tabla 7). Las cepas FE positivas pertenecieron al género Lactobacillus (L.), 
detectándose actividad en las especies acidophilus (2 positivas), fermentum (4 
positivas), helveticus (1 positiva), johnsonii (1 postiva), mucosae (1 positiva), 
plantarum (2 positivas) y reuteri  (1 positiva).  El aclaramiento del medio fue más 
rápido (menos de 24 h) en 4 de estas cepas: L. acidophilus CRL1014, L. fermentum 










Figura 10: Detección de actividad FE en medio MRS sin glucosa + EtF agarizado. 




L. acidophilus  
CRL1014 
Control negativo 
(PBS pH 7) 
L. fermentum  
CRL1446 
L. johnsonii  
CRL1231 




Tabla 7: Cepas de BL con actividad FE 
Microorganismos Tiempo de aparición del halo de hidrólisis* 
Lactobacillus acidophilus CRL1014  de 24 h 
Lactobacillus acidophilus CRL644  de 24 h 
Lactobacillus fermentum CRL574  de 24 h 
Lactobacillus fermentum CRL973  de 24 h 
Lactobacillus fermentum CRL1408  de 24 h 
Lactobacillus fermentum CRL1446  de 24 h 
Lactobacillus helveticus CRL1062  de 24 h 
Lactobacillus johnsonii CRL1231  de 24 h 
Lactobacillus mucosae CRL573  de 24 h 
Lactobacillus plantarum CRL46  de 24 h 
Lactobacillus plantarum CRL41  de 24 h 




I.1.2- Evaluación cuantitativa de la actividad FE 
Para el estudio cuantitativo se trabajó con las 4 cepas de BL que mostraron 
mayor rapidez de hidrólisis de EtF en el medio agarizado. Las cepas fueron 
inoculadas en caldo MRS sin glucosa + EtF e incubadas a 37°C. Se determinaron 
las concentraciones de EtF y AF en los sobrenadantes de cultivos hasta las 24 h de 
incubación. 
*En gris se encuentran resaltadas aquellas cepas de BL que hidrolizaron el EtF del medio agarizado más 
rápidamente. 
 




La Figura 11 muestra ejemplos de perfiles cromatográficos con los picos 
correspondientes a EtF y AF a las 3 h (A) y 24 h (B) de incubación, cuando L. 
fermentum CRL1446 fue inoculado en caldo MRS sin glucosa + EtF.  
 
 
Se observó que durante las 24 h de incubación la concentración de EtF 
disminuía en el medio, mientras aumentaba la concentración de AF liberado (Figuras 
11 y 12). Los resultados mostraron que al final del período de incubación, L. 
acidophilus CRL1014, L. fermentun CRL1446 y L. johnsonii CRL1231 fueron capaces 
de hidrolizar más del 80% del EtF presente en el medio (Tabla 8). L. acidophilus 





Figura 11: Perfil cromatográfico de EtF y AF en sobrenadantes del medio de cultivo de L. 
fermentum CRL1446. (A): 3 h de incubación, (B): 24 h de incubación). 




significativas entre L. fermentun CRL1446 y L. johnsonii CRL1231 (91,33 y 88,67%, 
respectivamente). Por otra parte, L. plantarum CRL46 solo fue capaz de hidrolizar un 
43,33% del EtF.  
Con respecto al AF liberado por hidrólisis del EtF, se detectaron las mayores 
concentraciones para L. johnsonii y L. fermentum (1,97 mM y 1,72 mM, 
respectivamente). Para L. plantarum se detectaron niveles muy bajos de AF a las 24 
h de incubación (0,05 mM); sin embargo, a las 9 h la concentración de AF  para esta 
cepa fue de 0,59 mM, disminuyendo posteriormente (Figura 12 y Tabla 8).   
 
 
 Figura 12: Cinéticas de hidrólisis de Etilferulato y liberación de Ácido ferúlico  
() Concentración de EtF (mM), () Concentración de AF (mM) 














0,05 ± 0,01a 96,67 ± 1,9a 1,15 ± 0,09a 
L. fermentum 
CRL 1446 
0,13 ± 0,03b 91,33 ± 1.2b 1,72 ± 0,13b 
L. johnsonii 
CRL 1231 
0,17 ± 0.05b 88,67 ± 1.8b 1,97 ± 0,15b 
L. plantarum 
CRL46 





I.1.3- Evaluación del crecimiento bacteriano en presencia de EtF 
Paralelamente al estudio de hidrólisis de EtF y liberación de AF, se evaluó el 
crecimiento de las 4 cepas seleccionadas en el medio MRS sin glucosa + EtF 
determinando el número de células viables (Log UFC/mL). Se utilizaron como 
controles de crecimiento las cepas inoculadas en el mismo medio sin el agregado 
del éster (Figura 13).  
Los resultados mostraron que el crecimiento de las cepas no fue afectado por 
el agregado de EtF en el medio, lo cual indica que dichas cepas no utilizan el 
hidroxicinamato como fuente de carbono y energía, y que el AF liberado no inhibe 
el crecimiento de las mismas. En general, las cepas llegaron a la fase estacionaria 
entre las 9 y 12 h de incubación. 
 
De acuerdo a los resultados obtenidos en esta etapa, se decidió continuar el 
estudio empleando las 3 cepas de BL que mostraron una mayor liberación de AF: L. 
acidophilus CRL1014, L. fermentum CRL1446 y L. johnsonii CRL1231. 
 
*Las concentraciones de EtF residual y de AF liberado se determinaron a las 24 h de incubación. Los 
datos representan la media ± DS (desvío estándar). La diferencia estadística fue determinada usando 
múltiple T test con p<0,05. Valores en la misma columna con letras distintas en superíndice difieren 
significativamente. 
 









1.1.4- Evaluación de la capacidad de hidrólisis de hidroxicinamatos del salvado de 
trigo  
Con la finalidad de evaluar si las cepas con actividad FE in vitro son capaces 
de hidrolizar los hidroxicinamatos presentes en el salvado de trigo, se incubaron 
suspensiones celulares de las mismas en presencia de salvado previamente tratado 
con xilanasa. La concentración de AF total se determinó sometiendo el salvado a 
una hidrólisis alcalina, para liberar todo el ácido esterificado en la fibra (Hole y col., 
2012). Luego de esta hidrólisis se detectó una concentración de 44,73 ± 2,34 µmol 
AF/g de trigo. L. fermentum CRL1446 y L. johnsonii CRL1231 liberaron mayores 
Figura 13: Curvas de crecimiento de las bacterias lácticas seleccionadas 
() Crecimiento en MRS sin glucosa,  () Crecimiento en MRS sin glucosa y con Etiferulato. 




concentraciones de AF que L. acidophilus CRL1014 luego de 18 h de incubación 
(Tabla 9). Estos resultados evidenciaron que las cepas seleccionadas son capaces de 
hidrolizar los hidroxicinamatos del salvado de trigo, liberando AF. 
 
Tabla 9: Liberación de AF a partir de los hidroxicinamatos del salvado de trigo 
CEPA   ÁCIDO FERÚLICO LIBERADO 
µmol/g de salvado 
 
L. acidophilus CRL1014 2,31 ±  0,29a 
L. fermentum CRL1446 3,96 ± 0,10b 
L. johnsonii CRL1231 5,16 ±  0,45c 





I.2- Efecto de diferentes fuentes de carbono sobre las BL con actividad FE  
I.2.1- Influencia de diferentes fuentes de carbono sobre el crecimiento de BL  
Se evaluó el crecimiento bacteriano de L. acidophilus CRL1014, L. fermentum 
CRL1446 y L. johnsonii CRL1231 en un medio mínimo (MM) [control, sin adición de 
hidratos de carbono] y MM suplementados con distintas fuentes de carbono 
(Glucosa, Xilosa, Arabinosa, Fructosa, EtF y Ácido Clorogénico, 0,5% p/v). En la 
Figura 14 se muestran las curvas de crecimiento de cada una de estas cepas en los 
diferentes medios evaluados (DO560 vs tiempo). 
Se observó que en los medios suplementados con glucosa y fructosa el 
crecimiento de las 3 cepas resultó mayor con respecto al control, mientras que con 
EtF y ácido clorogénico (hidroxicinamatos) no hubo diferencias. En general, las 3 
cepas permanecieron en fase exponencial y metabólicamente activas hasta las 6 h 
* Se usó como control negativo fibra incubada sin bacteria (con PBS pH7). Los datos representan la 
media ± DS (desvío estándar). La diferencia estadística fue determinada usando múltiple T test con 
p<0,05. Valores con letras distintas en superíndice difieren significativamente. 
 
 




de incubación en los distintos medios; por ello, para continuar con los estudios de 
inducción de actividad FE se decidió cosechar las células a las 6 h. 
 
 
                      
 
 
I.2.2- Influencia de diferentes fuentes de carbono sobre la actividad FE de BL 
La actividad FE de L. acidophilus CRL1014 (La CRL1014), L. fermentum 
CRL1446 (Lf CRL1446) y L. johnsonii CRL1231 (Lj CRL1231) fue determinada después 
de 6 h de cultivo en los 7 medios evaluados (MM, MM+Glucosa, MM+Xilosa, 
MM+Arabinosa, MM+Fructosa, MM+EtF, MM+Ácido Clorogénico) (Figura 15). Este 
estudio permitió conocer si la presencia de algunas de estas fuentes de carbono 
Figura 14: Influencia de diferentes fuentes de Carbono sobre el crecimiento de BL 








(monosacáridos o hidroxicinamatos) en el medio inducía la actividad FE de las cepas, 









Con respecto a los hidroxicinamatos, la actividad FE en L. fermentum 
CRL1446 y L. johnsonii CRL1231 incrementó en las células crecidas en presencia de 
EtF (20 y 80%, respectivamente), respecto al medio MM. En L. acidophilus CRL1014 
se observó que la actividad fue estimulada solo por el ácido clorogénico (38%).  
En cuanto al efecto de los monosacáridos sobre la actividad FE, se observó 
inducción por glucosa en L. fermentum CRL1446, y por xilosa en L. acidophilus 




Figura 15: Actividad FE de BL crecidas en medios con distintas fuentes de carbono 
Medio mínimo (MM) (), MM con Glucosa (), MM con Xilosa (), MM con arabinosa (), MM con 
fructosa (), MM con EtF () y MM con ácido clorogénico (). Los datos representan la media ± DS 
(desvío estándar). La diferencia estadística fue determinada usando múltiple T test con p<0,05.  
(#) Valores de actividades específicas significativamente diferentes con respecto al medio mínimo.   




I.3- Resistencia de las BL a condiciones del tracto gastrointestinal (TGI) 
I.3.1- Efecto de las condiciones del TGI sobre la viabilidad de las BL 
En una primera instancia se evaluó la viabilidad de L. acidophillus CRL1014, L. 
fermentum CRL1446 y L. johnsonii CRL1231 luego de atravesar un sistema que 
simula las condiciones presentes en el TGI. La resistencia de cada una de las cepas 
se determinó mediante recuento de las células viables (Log UFC/mL) antes y 
después de la exposición a los jugos gástrico (JG) e intestinal (JI) simulados (Tabla 
10). 
 
















0 9,13±0,03a 9,28±0,06a 9,20±0,01a 
2 3,69±0,13b 7,15±0,05b 5,12±0,03b 
pH4 
0 9,13±0,03a 9,28±0,06a 9,20±0,01a 







0 3,69±0,13a 7,15±0,05a 5,12±0,03a 




0 4,78±0,01a 8,85±0,01a 6,89±0,05a 




Cuando las cepas se incubaron en presencia de JG simulado pH 2 se observó 
una disminución de más de 5 unidades logarítmicas para las tres cepas. En presencia 
de JG pH 3 y pH 4 (Tabla 10), se observó que L. fermentum CRL1446 fue la cepa 
Los datos representan la media ± DS (desvío estándar) n=3. La diferencia estadística fue determinada 
usando múltiple T test con p<0,05. (a-b): Valores en la misma columna (para una misma condición) con 
superíndices distintos son significativamente diferentes. 
 
 




que más resistió (disminución de recuentos de 2 y 0,5 unidades logarítmicas a pH 3 
y pH 4, respectivamente). La mayor pérdida de viabilidad fue observada en L. 
acidophillus CRL1014 (disminución de 5 y 4 unidades logarítmicas a pH 3 y pH 4, 
respectivamente). L. johnsonii CRL1231, por su parte, mostró mayor resistencia que 
L.acidophilus CRL1014 (disminución de 4 y 2 unidades logarítmicas a pH 3 y pH 4, 
respectivamente).  
Para los estudios del efecto del JI solo se consideraron las células 
provenientes de JG a pH 3 y pH 4, ya que el pH 2 afectó considerablemente la 
viabilidad de las tres cepas.  
Cuando las células sometidas al JG pH 3 fueron expuestas al JI simulado por 
2 h, se observó una disminución de aproximadamente 1 orden logarítmico de los 
recuentos de células viables de L. acidophillus CRL1014 y L. johnsonii CRL1231. La 
viabilidad de L. fermentum CRL1446 no fue afectada por la incubación en JI, siendo 
el recuento final de 107 UFC/mL.  
En cuanto a las células sometidas previamente a JG pH 4, se vio que después 
de la incubación en JI simulado solo fue afectada la viabilidad de L. acidophilus 
CRL1014 (disminución de 1 orden logarítmico). Los recuentos de células viables de L. 
fermentum CRL1446 y L. johnsonii CRL1231 no se vieron alterados en este caso, 
siendo de 108 y 106 UFC/mL, respectivamente. 
 
I.3.2- Efecto de las condiciones del TGI sobre la actividad FE de las BL 
Además de evaluar si L. acidophilus CRL1014, L. fermentum CRL1446 y L. 
johnsonii CRL1231 eran capaces de mantenerse viables tras la exposición a las 
condiciones simuladas del TGI, se determinó si su actividad FE se veía afectada por 














De las 3 cepas evaluadas, L. fermentum CRL1446 mostró mayor capacidad 
para mantener la actividad FE después de la exposición a las condiciones del TGI 
(alrededor de 65 y 50% de actividad residual a pH 3 y pH 4, respectivamente). L. 
johnsonii CRL1231 y L. acidophilus CRL1014 sufrieron una mayor pérdida de 
actividad FE después del pasaje simulado por el TGI, manteniendo alrededor de 20 









Figura 16: Actividad FE antes y después de la exposición a las condiciones del TGI 
Los datos representan la media ± DS (desvío estándar). La diferencia estadística fue determinada 
usando múltiple T test con p<0,05. (#) Valores de actividades específicas significativamente 








I.4- Discusión  
La actividad FE es responsable de la liberación de AF a partir de 
hidroxicinamatos sintéticos (como el EtF) o naturales, los cuales se encuentran en la 
pared celular de frutas, verduras, granos y cereales. El AF es un compuesto de gran 
importancia, no solo por su amplio uso industrial, sino también por sus efectos 
beneficiosos en la salud humana y animal (Govindaswamy, 2015).  
Se evaluó cualitativamente la presencia de actividad FE en 40 cepas de BL 
pertenecientes a los géneros Lactobacillus (37 cepas), Weisella (1 cepa) y 
Pediococcus (2 cepas) en medio agarizado (MRS sin glucosa + EtF). Solo se detectó 
actividad en 12 cepas, todas ellas pertenecientes al género Lactobacillus. La 
presencia de actividad FE fue dependiente de cepa, encontrándose con mayor 
frecuencia en Lactobacillus fermentum (4 positivas de 7 cepas evaluadas). Donaghy 
y col. (1998) informaron la presencia de actividad FE en medio MRS sin glucosa + 
EtF en cepas de L. fermentum, L. reuteri, L. leichmanni y L. farciminis, siendo las 2 
primeras especies frecuentemente aisladas de heces humanas y animales. 
Guglielmetti y col. (2008) encontraron de un total de 100 cepas aisladas de 
alimentos y de intestino humano, 12 cepas de lactobacilos pertenecientes a las 
especies L. helveticus, L. acidophilus y L. fermentum, que presentaron actividad 
frente a EtF y ácido clorogénico. Otros autores informaron la presencia de actividad 
CE en BL de origen intestinal humano y de rata (Couteau y col., 2001; Lai y col., 
2009).  
De las 12 cepas FE positivas detectadas en este estudio, solo 4 evidenciaron 
actividad en menos de 24 h (L. acidophilus CRL1014, L. fermentum CRL1446, L. 
johnsonii CRL1231 y L. plantarum CRL46). De estas cepas, las que liberaron mayores 
niveles de AF fueron L. acidophilus CRL1014, L. fermentum CRL1446 y L. johnsonii 
CRL1231.  
L. plantarum CRL46 liberó AF hasta las 9 h de incubación, observándose 
luego una disminución de la concentración de este ácido. Algunas BL metabolizan el  




AF a otros compuestos como por ejemplo ácido dihidroferúlico, ácido vanílico y 
vainillina (Filannino y col., 2014). En L. plantarum  se informó  la presencia de la 
enzima descarboxilasa de ácidos fenólicos (PAD), que metaboliza el AF a  4-
vinilfenol y/o 4-vinilguaiacol (Van Beek y Priest, 2000). 
Los  resultados preliminares obtenidos permitieron seleccionar las cepas: L. 
acidophilus CRL1014, L. fermentum CRL1446 y L. johnsonii CRL1231 por su 
capacidad de liberar altas concentraciones de AF a partir de su forma esterificada 
(EtF) y por no metabolizarlo a otros compuestos.  
Muchas BL con actividad FE frente a sustratos sintéticos como el EtF, pueden 
no ser capaces de hidrolizar los hidroxicinamatos presentes en las paredes celulares 
de los vegetales. Debido a que el salvado de trigo es una de las fuentes naturales 
más ricas en ésteres de AF (ferulatos) (Andreasen y col., 2001a), se decidió evaluar si 
las cepas seleccionadas eran capaces de hidrolizar estos compuestos presentes en el 
salvado, liberando AF. Se incubaron suspensiones celulares de las bacterias en 
presencia de salvado previamente tratado con xilanasa. Se sabe que las xilanasas y 
las FE bacterianas actúan de manera sinérgica, siendo las primeras responsables de 
fragmentar la cadena de xilano a oligosacáridos más pequeños y solubles, 
exponiendo los ferulatos de la pared celular vegetal a la hidrólisis por parte de las 
esterasas bacterianas (Kroon y col., 1997; Nishizawa y col. 1998).  
Los resultados mostraron que luego de la hidrolisis alcalina del salvado de 
trigo se liberó 44,73 µmol de AF/g de salvado, lo que corresponde a 0,86 mg de 
AF/100 g de salvado de trigo. Los valores encontrados son cercanos a los 
informados por otros autores (Andreasen y col., 2001a). Además se vio que las 
cepas seleccionadas eran capaces de liberar AF a partir del salvado de trigo 
pretratado con xilanasa en el siguiente orden: L. johnsonii CRL1231 > L. fermentum 
CRL1446 > L. acidophilus CRL1014 (Tabla 9).  
Hole y col. (2012) evaluaron en 7 cepas probióticas con actividad FE 
(detectada en medio MRS sin glucosa + EtF agarizado) la capacidad de liberar AF a 




partir de harinas provenientes de granos enteros de avena y cebada. Las cepas 
evaluadas fueron L. johnsonii LA1, L. reuteri SD2112, L. acidophilus LA-5, 
Bifidobacterium animalis BB-12, L. fermentum NCDO 1750, L. plantarum/pentosus 
AD2 y L. plantarum NC8. De ellas, solo L. johnsonii LA1, L. reuteri SD2112 y L. 
acidophilus LA-5 fueron capaces de liberar AF de las harinas, incrementando 
aproximadamente 20 veces la concentración de AF. 
Cuando L. acidophilus CRL1014, L. fermentum CRL1446 y L. johnsonii 
CRL1231 fueron incubadas durante 18 h con el salvado de trigo, se observó un 
incremento entre 11 - 24 veces en la concentración de AF liberado (respecto al 
control sin bacterias) (Tabla 9). Estos resultados demuestran que las 3 cepas de BL 
seleccionadas por su elevada actividad FE frente a sustratos sintéticos, también son 
eficientes en la liberación de AF  a partir de fuentes naturales como el salvado de 
trigo.   
Las FE de los microorganismos son generalmente inducibles y pueden ser 
extracelulares, estar unidas a la pared o membrana celular o ser intracelulares. Las 
variaciones en la actividad catalítica y especificidad de sustrato pueden diversificar su 
aplicación en el procesamiento de alimentos, no solo para mejorar el contenido de 
AF, sino también para la síntesis de nuevos compuestos fenólicos bioactivos como 
aditivos alimentarios hacia el desarrollo de alimentos funcionales (Fazary y Ju, 2007). 
Se evaluó la actividad FE de las 3 cepas seleccionadas, crecidas en medios de 
cultivos con diferentes fuentes de carbono. Las mismas se cultivaron en un MM 
adicionado de monosacáridos (glucosa, fructosa, xilosa, arabinosa) y de 
hidroxicinamatos (EtF y ácido clorogénico). El EtF indujo la actividad FE de L. 
fermentum CRL1446 y L. johnsonii CRL1231 aproximadamente un 20 y 80%, 
respectivamente. El ácido clorogénico indujo un 38% la actividad FE de L. 
acidophilus CRL1014. En cuanto a los monosacáridos, la glucosa incrementó un 30% 
la actividad FE de L. fermentum CRL1446, mientras que la xilosa estimuló la actividad 
de L. acidophilus CRL1014 un 15%.  




Kroon y col. (1997) sugirieron que la actividad FE de la microbiota colónica es 
inducida por el salvado de los cereales. Por otra parte, Wang y col. (2004) 
demostraron que la actividad FE de L. acidophilus IFO 13951, cepa de origen 
intestinal humano, fue fuertemente inducida por sustratos hemicelulósicos, como el 
salvado de trigo.  
La actividad FE de las cepas L. acidophilus CRL1014, L. fermentum CRL1446 y 
L. johnsonii CRL1231 es inducida principalmente por hidroxicinamatos, por lo cual 
estas cepas podrían ser empleadas en el desarrollo de alimentos funcionales 
contribuyendo a una mayor biodisponibilidad de AH a nivel intestinal. Por otra parte, 
dado que la glucosa no afectó la actividad FE de L. acidophilus CRL1014 y L. 
johnsonii CRL1231, e incluso estimuló la actividad de L. fermentum CRL1446, este 
azúcar podría ser empleado en medios de cultivos como fuente de carbono y 
energía, a fin de obtener la biomasa necesaria para llevar a cabo los estudios in vivo. 
Para ejercer su potencial efecto benéfico a nivel intestinal del hospedador, las 
bacterias probióticas deben resistir el pasaje por el TGI, en el cual las condiciones 
adversas de pH y la presencia de sales biliares pueden afectar su viabilidad. Con la 
finalidad de evaluar si las cepas L. acidophilus CRL1014, L. fermentum CRL1446 y L. 
johnsonii CRL1231 eran capaces de resistir estas condiciones, las mismas fueron 
sometidas a incubaciones en medios gástrico e intestinal simulados en forma 
secuencial y se determinó la viabilidad de las mismas. En el estómago se liberan  2,5 
L de JG a un pH aproximado de 2, lo cual produce la muerte de la mayoría de los 
microorganismos (Charteris y col., 1998;   Kimoto y col., 2000). Sin embargo, el pH 
final del contenido gástrico y la velocidad de tránsito en el estómago dependen del 
tipo de alimento consumido. Conway y col. (1987) informaron que la adición de 
leche descremada (250 mL) en el estómago humano eleva el pH en 4 - 5 unidades, 
prolongando el tiempo de supervivencia de bacterias probióticas. Por lo 
anteriormente mencionado, en este trabajo de tesis se evaluó en primera instancia la 
resistencia de L. acidophillus CRL1014, L. fermentum CRL 1446 y L. johnsonii 




CRL1231 a las condiciones del JG simulado  a pH 2, 3 y 4.  Los resultados mostraron 
que las cepas fueron sensibles al pH 2, disminuyendo el recuento de células viables 
en más de 5 unidades logarítmicas. A pH 3 y 4 se observó que L. acidophilus 
CRL1014 fue la cepa más sensible, mientras que L. fermentum CRL1446 fue la cepa 
más resistente (disminución de 2 y 0,5 unidades logarítmicas a pH 3 y pH 4, 
respectivamente). Por su parte la viabilidad de L. johnsonii CRL1231 sufrió una 
disminución de 4 y 2 unidades logarítmicas a pH 3 y pH 4, respectivamente. Cuando 
las células de L. fermentum CRL1446 y L. johnsonii CRL1231 expuestas previamente 
al JG fueron incubadas en JI, no se observaron modificaciones significativas en su 
viabilidad.  La concentración fisiológica de bilis en el contenido intestinal humano se 
encuentra en un rango de 0,3 a 0,5% (Zavaglia y col., 1998; Dunne y col., 1999). Los 
resultados obtenidos demostraron  que L. fermentum CRL1446 y L. johnsonii 
CRL1231 son capaces de resistir los efectos de las sales biliares, alcanzando un 
orden de 108 y 106 UFC/ml, respectivamente. Estos valores revisten gran importancia 
debido a que se hallan comprendidos dentro del rango fijado en el Código 
Alimentario Argentino, en el Artículo 1389 para alimentos probióticos, donde  se 
establece que el alimento probiótico deberá contener “una carga de células viables 
comprendida entre 106 y 109 UFC/g durante su período de duración mínima” (Reyes 
y col., 2017). Guglielmetti y col. (2008) informaron que L. helveticus MIMLh5, cepa 
con elevada actividad CE, pudo sobrevivir en presencia de JG simulado (pH 2 y 3) y  
bilis, sin embargo este autor no evaluó si la actividad FE podría ser afectada por las 
condiciones presentes en el TGI.  
Los estudios llevados a cabo en esta tesis permitieron evidenciar que la 
enzima FE de L. fermentum CRL1446 fue más estable frente a las condiciones 
adversas del TGI (conservando aproximadamente 65 y 50% de la actividad inicial a 
pH 3 y pH 4, respectivamente). L. johnsonii CRL1231 y L. acidophillus. CRL1014 
sufrieron una mayor pérdida de actividad FE después del pasaje simulado por el TGI, 




manteniéndose en ambos casos alrededor de 10 y 30% de la actividad inicial a pH 3 
y pH 4, respectivamente. 
 
De acuerdo a los resultados obtenidos, se seleccionaron para realizar los 
estudios in vivo las cepas L. fermentum CRL1446 y L. johnsonii CRL1231, por ser las 
que presentaron mayor resistencia a las condiciones presentes en el TGI, 




CAPÍTULO II  
 
ESTANDARIZACIÓN DE UN MODELO 































 OE3- Estandarizar un modelo experimental de SM inducido por una dieta 
rica en grasa en ratones. 
 





ESTANDARIZACIÓN DE UN MODELO EXPERIMENTAL DE SÍNDROME METABÓLICO 
 
II.1- Dietas para ratones 
En primer lugar se realizó un análisis de composición proximal y fibra de dos 
dietas comerciales para ratones: dieta balanceada convencional (DC) y dieta rica en 
grasa (DRG) (Tabla 11). El contenido de humedad, cenizas, proteínas e hidratos de 
carbono de estos dos alimentos resultó similar. La DRG mostró un contenido de 
lípidos totales 2 veces mayor y un contenido de fibra total 0,7 veces menor que la 
DC. 
A continuación, de acuerdo a los resultados obtenidos para la DC y con el 
propósito de administrar a los ratones alimentos con el mismo contenido de fibra, se 
formuló una nueva dieta rica en grasa suplementada con 7% (p/p) salvado de trigo 
(DRG+s). La composición de esta dieta se detalla en la Tabla 11. Resulta necesario 
que las dietas utilizadas contengan proporciones similares de fibra, para después 
poder comparar la actividad FE intestinal de los animales asegurando que las 
diferencias observadas no se deban a una mayor o menor exposición a la fuente de 
hidroxicinamatos. 
Los ensayos in vivo  realizados en el presente trabajo de tesis se llevaron a 

















II.2- Estandarización del modelo experimental de SM 
Para la estandarización de este modelo se tuvo en cuenta la cepa de ratón 
utilizada (BALB/c o Albino Suizo) y la edad (recién destetado de 3 semanas o adulto 
de 6 semanas). Los animales fueron alimentados con DC (grupos Controles) o con 
DRG+s (Grupos SM).  
Los grupos experimentales evaluados fueron: Control BALB/c destete, SM 
BALB/c destete, Control BALB/c adulto, SM BALB/c adulto, Control Suizo destete, SM 
Suizo destete, Control Suizo adulto y SM Suizo adulto (ver Materiales y Métodos - 
Tabla 4). En todos los grupos se realizaron las siguientes determinaciones: 
- Peso corporal 
- Glucemia en ayunas 
- Prueba de tolerancia oral a la glucosa (PTOG) 
- Perfil Lipídico: colesterol total, HDL-colesterol, LDL-colesterol y triglicéridos (TG). 
Tabla 11: Composición Proximal y Fibra de dietas para ratones (cada 100g) 
NUTRIENTES DC DRG DRG+s 
Humedad (g) 9,89 ± 0,14a 6,34 ± 0,11b 5,95 ± 0,13b 
Cenizas (g) 4,57 ± 0,20a 3,48 ± 0,04b 3,04 ± 0,19b 
Proteínas (g) 23,50 ± 0,06a 24,20 ± 0,12a 22,15 ± 0,08b 
Lípidos Totales (g) 7,89 ± 0,19a 14,5 ± 0,48b 13,20 ± 0,17b 
Hidratos de Carbono (g) 38,00 42,00 40,00 
Fibra Total (g) 16,10 ± 0,50a 9,49 ± 0,21b 15,68 ± 0,52a 
- Fibra Insoluble (g) 14,50 ± 0,54a 7,48 ± 0,19b 13,49 ± 0,54a 
- Fibra Soluble (g) 1,76 ± 0,01a 1,91 ± 0,01b 2,19 ± 0,01c 
Kcal/g 3,00 4,00 4,00 
Los datos representan la media ± DS (desvío estándar). La diferencia estadística fue 
determinada usando múltiple T test con p<0,05. Valores en la misma fila con letras distintas en 
superíndice difieren significativamente. 
 




II.2.1- Peso Corporal 
En la Figura 17 se puede observar la variación de peso corporal (g) durante 
las 14 semanas de alimentación con DC y DRG+s en todos los grupos de ratones 
evaluados. 
En ratones recién destetados, se observó a lo largo de las 14 semanas un 
paulatino pero marcado incremento del peso corporal, el cual podría deberse a que 
los animales se encuentran en plena etapa de crecimiento. La alimentación con dieta 
DRG+s mostró efectos significativos en el grupo SM con respecto al grupo control a 
partir del día 42 en ratones BALB/c y desde el día 32 en ratones Suizos. Al final de 
las 14 semanas, el peso corporal de los ratones SM recién destetados fue 35,18% 
(BALB/c) y 30,8% (Suizos) mayor que los controles (Figura 17 A y B). 
En ratones adultos el incremento de peso corporal a lo largo del período de 
estudio fue menor que el observado en los ratones recién destetados. La 
alimentación con DRG+s no tuvo efecto sobre el peso corporal de ratones BALB/c; 
pero en ratones Suizos, a partir del día 74 se observaron diferencias significativas 
entre el grupo SM y el grupo control. Al finalizar las 14 semanas, el peso corporal de 
los ratones Suizos adultos que recibieron DRG+s fue un 23,4% mayor con respecto 


















II.2.2- Glucemia en ayunas 
Los niveles de glucosa en sangre de los diferentes grupos experimentales 
fueron determinados cada dos semanas durante todo el período de estudio (Figura 
18). 
Los resultados mostraron que la administración de DRG+s solo tuvo un 
efecto significativo sobre los niveles de glucosa de ratones adultos (Figura 18 C y D). 
Cuando se comparó con el control, el grupo SM de ratones BALB/c adultos mostró 
un aumento significativo de la glucemia en las semanas 2 y 4; posteriormente estos 
valores se normalizaron y un nuevo aumento se observó en la semana 14 (Figura 18 
C). El grupo SM de ratones Suizos adultos experimentó un incremento significativo 
Figura 17: Variación del peso corporal (g) durante las 14 semanas de alimentación. Grupos de ratones 
evaluados: (A) BALB/c-Destete, (B) Suizos-Destete, (C) BALB/c-Adultos, (D) Suizos-Adultos. Los datos 
representan la media ± ES (error estándar) de n= 6 ratones. La diferencia estadística fue determinada 
usando múltiple T test con el método Holm-Sidak con p<0,05. (*) Estadísticamente diferente al grupo 
control. 




de los niveles de glucosa en la semana 6, luego se observó una reducción en la 
semana 8 (reestableciéndose valores similares al control) y a partir de la semana 10 








Figura 18: Niveles de glucemia en ayunas durante las 14 semanas de alimentación.  Grupos de ratones 
evaluados: (A) BALB/c-Destete, (B) Suizos-Destete, (C) BALB/c-Adultos, (D) Suizos-Adultos. Los datos 
representan la media ± ES (error estándar) de n= 6 ratones. La diferencia estadística fue determinada 
usando múltiple T test con el método Holm-Sidak con p<0,05. (*) Estadísticamente diferente al grupo 
control. 
 




En el período estudiado, los valores de glucemia de ratones recién 
destetados no mostraron diferencias significativas con respecto al control cuando 
fueron alimentados con DRG+s, por tal motivo los siguientes ensayos se realizaron 
utilizando ratones adultos (en donde este parámetro se vio incrementado). 
 
II.2.3- Prueba de Tolerancia Oral a la Glucosa (PTOG) 
 La PTOG se realizó en los grupos de ratones adultos al finalizar las 14 
semanas (Figura 19). Esta prueba permite evaluar si un organismo es capaz de 
restaurar la glucemia a los valores basales después de la ingesta de una sobrecarga 
de glucosa. 
En ratones BALB/c adultos se observó que las curvas de tolerancia de los 
grupos SM y control no presentaron diferencias significativas y los valores basales de 
glucosa se reestablecieron después de transcurridos los 120 minutos (Figura 19 A). 
Por el contrario, en ratones Suizos adultos, el grupo SM  mostró niveles de glucemia 
más elevados que el grupo control, siendo incapaz de reestablecer los niveles de 
glucosa basales en el tiempo evaluado (Figura 19 B). Cuando se compararon las 
áreas bajo las curvas, solo los ratones Suizos mostraron un aumento significativo con 
respecto al control (Figura 19 C).  
 
 







II.2.4- Perfil Lipídico 
Debido a que uno de los componentes principales del SM es la dislipidemia 
aterogénica, se evaluaron en plasma de ratones adultos los niveles de colesterol 
total, HDL-colesterol, LDL-colesterol y TG (Figura 20). 
Los resultados mostraron que el colesterol total solo aumentó 
significativamente en el grupo SM de ratones Suizos cuando se comparó con el 
control (Figura 20 A). En esta cepa de ratones también se observaron modificaciones 
significativas de las concentraciones de lipoproteínas unidas a colesterol cuando se 
administró DRG+s (aumento de LDL-colesterol y disminución de HDL-colesterol en 
el grupo SM con respecto al control). Mientras tanto, los ratones BALB/c solo 
mostraron diferencias significativas en los niveles de LDL-colesterol (Figura 20 B y C).  
En cuanto a las concentraciones de TG, se observó un incremento en el grupo SM 
de ratones Suizos adultos (Figura 20 D). 
Figura 19: Prueba de tolerancia oral a la 
glucosa (PTOG) a las 14 semanas de 
alimentación. (A) Ratones BALB/c adultos, (B) 
Ratones Suizos adultos, (C) Áreas bajo las 
curvas. Los datos representan la media ± ES 
(error estándar) de n= 4 ratones. La diferencia 
estadística fue determinada usando múltiple T 
test con p<0,05. (*) Estadísticamente diferente 
al grupo control.  
 




Los resultados obtenidos demuestran que los ratones Suizos adultos son los 
más adecuados para establecer el modelo experimental de SM, de acuerdo a las 
especificaciones de la Tabla 12.  
 
Tabla 12: Modelo experimental de SM 
Ratones Albinos Suizos 
Edad Adultos (6 semanas) 
Alimentación DRG+s 







Figura 20: Perfil lipídico de ratones adultos a las 14 semanas de alimentación. (A) Niveles plasmáticos de 
colesterol total (g/L), (B) Niveles plasmáticos de HDL-colesterol (g/L), (C) Niveles plasmáticos de LDL-
colesterol (g/L), (D) Niveles plasmáticos de triglicéridos (g/L). Los datos representan la media ± ES (error 
estándar) de n= 6 ratones. La diferencia estadística fue determinada usando múltiple T test con p<0,05. 
(*) Estadísticamente diferente al grupo control. 
 




Debido a la alta prevalencia del SM, el estudio mediante modelos 
experimentales que permitan evaluar potenciales métodos de tratamiento y/o 
prevención representa un gran desafío para la comunidad científica actual. Se 
requieren modelos animales viables que desarrollen los principales signos clínicos de 
esta entidad multifactorial, especialmente obesidad, diabetes, dislipidemia, 
hipertensión y posiblemente enfermedad del hígado graso (Panchal y Brown, 2010).  
Los modelos con roedores son los más utilizados en la investigación del SM 
(Doggrell y Brown, 1998; Chen y Wang, 2005; Speakman, 2007; Gauffin Cano y col., 
2013). Se han empleado modelos con animales modificados genéticamente 
(generalmente monogénicos, es decir, con mutación ligada a un solo gen), pero 
también se han desarrollado modelos de obesidad inducida por la dieta (OID) 
(Fuchs y col., 2018). Las cepas de roedores más utilizadas en modelos de SM 
inducido por la dieta incluyen ratas Sprague-Dawley, ratas Wistar, ratones C57BL/6 y 
hámsteres sirios dorados (Wong y col., 2016). Ratones BALB/c también han sido 
utilizados para desarrollar modelos de OID (Núñez y col., 2014 y 2015). Así mismo, 
se han empleado ratones Albinos Suizos para este tipo de estudios. Carvalho y col. 
(2012) mostraron que la administración de una DRG a ratones Albinos Suizos de 6 
semanas de edad provocó en los mismos un incremento de peso y aumento de los 
niveles de glucosa e insulina en ayunas. En base a estos antecedentes, y teniendo en 
cuenta la disponibilidad de ratones en el bioterio de CERELA, en la presente tesis 
doctoral se emplearon para la estandarización del modelo de SM las cepas BALB/c y 
Albinos Suizos. 
La edad de los ratones al comienzo de la experiencia es un factor 
determinante para establecer el modelo de SM. Los animales jóvenes poseen un 
metabolismo diferente a los adultos, esto se ve reflejado en la mayor ganancia de 
peso de tejido magro en los primeros, siendo aconsejable utilizar ratones de mayor 
edad (Tschöp y Heiman, 2001). Sin embargo, existen estudios en los que se han 
utilizado animales jóvenes alimentados con dietas hipercalóricas para inducir la 




obesidad (Nascimento y col., 2008). Para la estandarización del modelo de SM se 
decidió evaluar ratones de dos edades diferentes: recién destetados (3 semanas) y 
adultos (6 semanas). 
La dieta es otro de los factores determinantes al momento de establecer un 
modelo de SM.  Se ha observado que animales con peso y edades similares al inicio 
del protocolo experimental, mostraron diferentes resultados con respecto al 
aumento de peso corporal según el tipo de dieta que recibieron, lo cual refleja la 
importancia de la alimentación en la génesis de la obesidad (Rosini y col., 2012). 
 La dieta juega un papel esencial en el crecimiento y desarrollo de un 
individuo; su composición determina el estado nutricional, afecta el metabolismo de 
la glucosa y de los lípidos, ejerce influencia sobre determinadas hormonas y también 
altera el estado oxidativo. Los modelos animales de OID se han convertido en la 
piedra angular para la investigación del SM.  Estos modelos se utilizan generalmente 
para estudiar el papel de la dieta, así como la fisiopatología y etiología de la 
enfermedad. Sin embargo, los resultados de los estudios pueden llegar a ser 
discrepantes, principalmente en relación con la composición de las dietas y el efecto 
de las mismas (Nilsson y col., 2012). La dieta moderna, sobre todo en los países 
occidentales, es rica en carbohidratos como fructosa y sacarosa, así como en grasas 
saturadas. Este tipo de ingesta calórica se ha asociado con el SM, enfermedades 
cardiovasculares e hígado graso no alcohólico (Lim y col., 2010; Massiera y col., 
2010). Por tal motivo, las DRG son ampliamente utilizadas en estudios de SM, 
mostrando gran eficiencia para inducir obesidad. Se han empleado diferentes tipos 
de DRG que aportan entre 20 y 60% de la energía total del alimento. Las fuentes del 
componente nutricional graso de la dieta pueden ser aceites derivados de plantas 
(por ejemplo, maíz, cártamo o aceite de oliva) o grasas derivadas de animales (por 
ejemplo, sebo vacuno o manteca de cerdo) (Wong y col., 2016). Numerosos 
trabajos han demostrado que las DRG son eficaces en promover la hiperglucemia, RI 
y dislipidemia (Zivkovic y col., 2007). El alimento rico en grasa utilizado en el 




presente trabajo de investigación (DRG+s) fue formulado con una dieta comercial a 
base de manteca de cerdo y salvado de trigo como fuente de hidroxicinamatos. La 
cantidad de salvado utilizada (7% p/p) fue la necesaria para que el contenido de 
fibra resultara el mismo que en el alimento convencional (DC). Este hecho reviste 
importancia al momento de evaluar la actividad FE intestinal (capítulo IV). 
Los resultados mostraron que la administración de la DRG+s durante 14 
semanas indujo una mayor ganancia de peso corporal con respecto a la DC en 
todos los grupos de ratones evaluados, excepto en BALB/c adultos. Al final del 
período de estudio el peso corporal fue mayor en los grupos SM de ratones BALB/c 
recién destetados (35,18%), Suizos recién destetados (30,8%) y Suizos adultos 
(23,4%) con respecto a los controles normales. 
 Otro de los parámetros afectados en individuos con SM es la glucosa en 
ayunas.  Se observó que a las 14 semanas, los ratones adultos que recibieron DRG+s 
(grupo SM) presentaron niveles de glucosa en sangre más elevados que los 
respectivos controles, mientras que en ratones recién destetados no hubo 
diferencias. En el caso de los ratones Suizos adultos el aumento de la glucemia fue 
evidente desde la semana 6. Al final del período de estudio, la concentración de 
glucosa en ayunas de los ratones adultos del grupo SM fue de 120 mg/dL en 
BALB/c y 142 mg/dL en Suizos. De acuerdo con la American Diabetes Association 
(2010) y la OMS, algunos de los criterios para el diagnóstico de la DT2 en humanos 
son: concentración de glucosa en ayunas superior a 126 mg/dL (7 mmol/L) y 
concentraciones de glucosa por encima de 200 mg/dL (11,1 mmol/L) en un análisis 
de 2 h posterior a una sobrecarga oral de glucosa. Cabe aclarar que el hallazgo 
aislado de cualquiera de estos criterios no es suficiente para establecer el 
diagnóstico de DT2. Se ha descripto que antes del desarrollo de una DT2 los 
pacientes suelen presentar un SM caracterizado por sobrepeso, intolerancia a la 
glucosa y alteración del metabolismo de los lípidos (Druker, 2007).  




La PTOG es una prueba simple, ampliamente utilizada en la práctica médica 
para el diagnóstico de la RI, intolerancia a la glucosa y DT2 (American Diabetes 
Association, 2010). En esta prueba la glucosa es «aclarada» después de una 
sobrecarga oral por un proceso complejo y dinámico que incluye la absorción, la 
actividad neurohormonal (adrenalina y glucagón), la acción de la incretina, la 
secreción de insulina y acciones metabólicas de la insulina que primariamente 
determinan el balance entre la ultilización periférica de la glucosa y la producción 
hepática de la misma. Por lo tanto, esta prueba indirecta que depende del tiempo, 
es controlada por los estados de ayuno, la dinámica de sobrecarga de glucosa y por 
los niveles de insulina (Muniyappa y col., 2009). La intolerancia a la glucosa, también 
conocida como prediabetes, es una consecuencia de la RI y se refiere a una etapa 
en donde la insulina que produce el páncreas es insuficiente para metabolizar el 
azúcar de la sangre, lo que hace que los niveles de glucosa se mantengan elevados, 
sin embargo, aunque los niveles de glucosa se encuentren por encima de lo normal, 
no puede clasificarse como diabetes. Se ha informado que una alimentación a largo 
plazo con dietas enriquecidas en grasas conduce a una moderada hiperglucemia e 
intolerancia a la glucosa en la mayoría de las cepas de ratas y ratones (Sweazea y 
col., 2010).  
La PTOG fue realizada en ratones adultos al finalizar las 14 semanas de 
alimentación. Los resultados mostraron que los ratones Suizos que recibieron 
DRG+s fueron incapaces de reestablecer los niveles basales de glucosa en sangre; 
observándose en este grupo después de 2 h de la sobrecarga oral una 
concentración de glucosa de 250 mg/dL. Este hecho es un indicador de RI en el 
grupo SM de ratones Suizos adultos. 
La insulina, además de regular la utilización de glucosa, está implicada en la 
regulación del metabolismo lipídico (almacenamiento, movilización y utilización de 
TG). La dislipidemia en el SM se caracteriza por elevación de la concentración de TG 
y VLDL, disminución de HDL-colesterol y aumento en el número de LDL pequeñas y 




densas, lo que se ha denominado fenotipo lipoproteínico aterogénico (Ginsberg, 
2000). Existe una estrecha correlación entre la obesidad abdominal y los factores de 
riesgo que definen el SM, especialmente la hipertrigliceridemia (Okosun y col., 2000). 
Los resultados mostraron que la DRG+s solo alteró de manera significativa 
el perfil lipídico de ratones Suizos adultos a las 14 semanas de administración, 
destacándose en el grupo SM un aumento de las concentraciones de colesterol y 
TG, y una disminución en los niveles de HDL-colesterol con respecto al grupo 
control. 
 El SM se halla caracterizado por un aumento del tejido graso. Esta 
anormalidad de la composición corporal se acompaña de variadas manifestaciones 
patológicas, entre ellas la dislipidemia aterogénica. Entre las causas más frecuentes 
de dislipidemias destaca la obesidad. Ello se asocia al síndrome de resistencia 
insulínica frecuentemente observado con el exceso de tejido graso, más aun cuando 
hay una distribución toracoabdominal o visceral. Lo más frecuente de observar es 
una hipertrigliceridemia, con aumento leve del colesterol total, pero con una notoria 
disminución de HDL-colesterol. El incremento de TG se debe a una mayor síntesis 
hepática (proveniente de un aumento de la oferta de AGL en un estado de 
hiperinsulinemia por RI). Aumenta la secreción de VLDL y por ello lo destacable es la 
hipertrigliceridemia. La reducción de HDL-colesterol es explicable por la 
hipertrigliceridemia, ya que en estas circunstancias, y por transferencia intravascular 
de lípidos, las HDL reciben TG y aceleran su catabolismo a través de una mayor 
actividad de la lipasa hepática. Por otra parte, algo similar sucede con las LDL, que 
reciben TG, son metabolizados parcialmente por la lipasa hepática y se transforman 








En vista  de lo expuesto en el presente capítulo, los ratones Albinos Suizos 
adultos de 6 semanas de edad alimentados durante 14 semanas con DRG+s fueron 
elegidos como el modelo experimental de SM. Estos animales presentaron la 
mayoría de los componentes que caracterizan al SM (obesidad, hiperglucemia, 
intolerancia a la glucosa, hipertrigliceridemia y disminución de los niveles de HDL-









CAPÍTULO III  
 
ADMINISTRACIÓN ORAL DE BACTERIAS 
LÁCTICAS CON ACTIVIDAD FERULOIL ESTERASA 























En el presente capítulo se realizó el abordaje del siguiente objetivo específico: 
 
   OE4- Evaluar el efecto de la administración oral de la/s bacteria/s 
seleccionada/s sobre la actividad CE intestinal y biomarcadores en el 
modelo experimental de SM. 
 






ADMINISTRACIÓN ORAL DE BACTERIAS LÁCTICAS CON ACTIVIDAD FE EN UN 
MODELO MURINO DE SINDROME METABÓLICO 
 
Con la finalidad de evaluar si las cepas de BL con actividad FE seleccionadas 
en el Capítulo I son capaces de mejorar los componentes del SM, se administró 
oralmente L. fermentum CRL1446 (Lf CRL1446) y L. johnsonii CRL1231 (Lj CRL1231) 
a ratones alimentados con DRG+s (modelo murino optimizado en el Capítulo II). Los 
estudios se realizaron a las 7 y 14 semanas, determinándose los cambios fisiológicos 
y bioquímicos ocurridos durante este período de alimentación. 
 
III.1- Ensayo de translocación bacteriana a las 14 semanas 
Para determinar la inocuidad de las cepas en estudio se realizó un ensayo de 
translocación bacteriana. No se observó crecimiento microbiano en las placas 
sembradas con los homogenatos de hígado y bazo de los ratones que recibieron 
estas BL durante 14 semanas, por lo que se consideró que con la dosis ensayada 
(108 UFC/día/ratón) tanto L. fermentum CRL1446 como L. johnsonii CRL1231 son 
seguras para los animales alimentados con DRG+s. 
 
III.2- Efecto de la administración de BL con actividad FE sobre la ganancia de peso 
corporal (GPC) 
La GPC se vio incrementada por el consumo de DRG+s, observándose en 
ratones del grupo SM, un aumento de 40% y 63% a las 7 y 14 semanas de 
alimentación, respectivamente, en comparación con el grupo control.  
La suplementación con L. fermentum CRL1446 y L. johnsonii CRL1231 tuvo 
influencia sobre este parámetro en los ratones alimentados con DRG+s. Se observó 
tanto a las 7 como a las 14 semanas, una reducción significativa de la GPC de los 
grupos SM+Lf y SM+Lj con respecto al grupo SM, alcanzando valores similares al 
control (Figura 21A).   





La diferencia de tamaño corporal de los ratones de los grupos SM y control 














Figura 21: Efecto de las dietas y de la 
administración de BL con actividad FE sobre 
la ganancia de peso corporal. (A) Ganancia 
de peso corporal (g). Los datos representan 
la media ± ES (error estándar) de n= 8 
ratones. La diferencia estadística fue 
determinada usando múltiple T test con 
p<0,05. Valores con letras distintas difieren 
significativamente. (B) Diferencia de tamaño 
corporal de ratones alimentados con dieta 
rica en grasa (SM) y dieta convencional 
(Control).  
 
            SM                     Control 
A 
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III.3-  Efecto de la administración de BL con actividad FE sobre el índice de eficiencia 
alimentaria (EA) 
Luego de las distintas intervenciones dietéticas (suministro de DC o DRG+s 
con y sin BL),  se calculó la EA a las 7 y 14 semanas como el cociente entre la GPC 
(g) y la cantidad de alimento consumido (g) (Figura 22).  Los resultados mostraron 
que la alimentación con DRG+s provocó un aumento de la EA en el grupo SM de 
54% y 86% a las 7 y 14 semanas, respectivamente, en comparación con el grupo 
control. La adminsitración de L. fermentum CRL1446 y L. johnsonii CRL1231 
conjuntamente con DRG+s disminuyó la EA, resultando en valores similares a los 







III.4- Efecto sobre el índice de adiposidad y tamaño de los adipocitos 
Los ratones que recibieron DRG+s, sin suplementación de BL desarrollaron 
obesidad caracterizada por un aumento de la masa de tejido adiposo mesentérico y 
epididimal, lo cual se vio reflejado en los valores del índice de adiposidad del grupo 
Figura 22: Índice de eficiencia alimentaria (EA). Este índice fue calculado como EA= GPC 
(g)/ Cantidad de alimento consumido (g). Los datos representan la media ± ES (error 
estándar) de n= 8 ratones. La diferencia estadística fue determinada usando múltiple T 
test con p<0,05. Valores con letras distintas difieren significativamente. 
 





SM, observándose un incremento de 76% y 99% en comparación con el grupo 
control, a las 7 y 14 semanas de alimentación, respectivamente, (Figura 23). El grupo 
SM+Lf, mostró una disminución en el índice de adiposidad de 30% y 39% 
comparado con el grupo SM, a las 7 y 14 semanas, respectivamente. En el grupo 
SM+Lj también se observaron descensos de este índice con respecto al grupo SM 
(22 y 26% a las 7 y 14 semanas, respectivamente) (Figura 23).  
En la Figura 24 se puede apreciar la menor acumulación de tejido adiposo 
epididimal en los animales que recibieron L. fermentum CRL1446 y L. johnsonii 












Figura 23: Efecto de la administración de BL con actividad FE sobre el índice de adiposidad. 
Los datos representan la media ± ES (error estándar) de n= 8 ratones. La diferencia 
estadística fue determinada usando múltiple T test con p<0,05. Valores con letras distintas 
difieren significativamente. 
 

















Los cortes histológicos teñidos con hematoxilina-eosina revelaron cambios en 
la estructura del tejido adiposo epididimal cuando los ratones fueron alimentados 
con DRG+s durante 14 semanas (Figura 25). En el grupo SM se encontró mayor 
abundancia (57%) de adipocitos de gran tamaño (4001-8000 µm2), mientras que en 
el grupo control solo el 9% de los adipocitos estuvo comprendido dentro de este 
rango. Además, se observó en el grupo SM una disminución significativa de la 
cantidad de adipocitos de tamaño pequeño (rangos comprendidos entre 500 y  
3000 µm2) con respecto al grupo control. La administración de L. fermentum 
CRL1446 y L. johnsonii CRL1231 conjuntamente con la DRG+s evitó la hipertrofia del 
tejido adiposo, de manera que los adipocitos de los grupos SM+Lf y SM+Lj 
mostraron tamaños similares a los observados en el grupo control (mayor frecuencia 
de áreas comprendidas entre  1001 y 4000 µm2). Si bien, en el grupo SM+Lf se vio 
un aumento en el número de adipocitos de mayor tamaño (4001-8000 µm2) en 
comparación con el grupo control, estos representaron solo el 20% del total (3 veces 
menos que en el grupo SM) (Figura 26).  
 
SM+Lf 
Figura 24: Acumulación de grasa epididimal en ratones alimentados con DRG+s durante 14 
semanas. Las flechas señalan el tejido adiposo de cada animal. 
SM SM+Lj 













Figura 26: Abundancia de adipocitos (%) de acuerdo a su tamaño (µm
2
) en ratones alimentados 
durante 14 semanas. Los datos representan la media ± ES (error estándar) de n= 8 ratones. La 
diferencia estadística fue determinada usando múltiple T test con p<0,05. Valores con letras distintas 
difieren significativamente. 
 
Figura 25: Fotomicrografías  representativas del tejido adiposo epididimal a las 14 
semanas. Los cortes histológicos fueron teñidos con hematoxilina-eosina y las 
imágenes fueron capturadas con microscopio Carl ZEISS con magnificación 40x. (A) 










III.5- Efecto sobre los niveles de leptina 
Dado que el tejido adiposo es el principal responsable de la síntesis y 
secreción de leptina, se dosaron los niveles plasmáticos de esta hormona en los 
ratones de todos los grupos (Tabla 13). Los mismos fueron 10 y 7 veces mayores en 
los animales con SM a las 7 y 14 semanas, respectivamente, en comparación con el 
grupo control. En los ratones del grupo SM+Lf se observó una disminución de 5,5 y 
3,5 veces de los valores de leptina a las 7 y 14 semanas, respectivamente, 
comparados con el grupo SM. En el grupo SM+Lj se detectó en la semana 7 
concentraciones similares al grupo control y, en la semana 14, los valores de leptina 
fueron la mitad de los observados en el grupo SM. 
 
 TTabla 13: Niveles plasmáticos de leptina (ng/mL) 
 Control SM SM+Lf SM+Lj 
Semana 7 0,46±0,06a 4,70±0,09b 0,85±0,03c 0,50±0,07a 





III.6- Efecto de la DRG+s y de la administración de BL con actividad FE sobre el 
estado  inflamatorio  de los ratones 
El estado inflamatorio de los animales se evaluó a las 14 semanas 
determinando los niveles plasmáticos de las citoquinas TNF-α, IFN-γ, IL-6 e IL-10 
por citometría de flujo (Figura 27). En el caso de las citoquinas proinflamatorias 
(TNF-α, IFN-γ, IL-6) se evidenció un aumento significativo en el grupo SM 
comparado con el grupo control. Cuando se administraron las BL junto con la 
DRG+s, se vio que en los grupos SM+Lf y SM+Lj los niveles de estas citoquinas se 
redujeron significativamente con respecto al grupo SM, siendo mayor el efecto en el 
Los datos representan la media ± ES (error estándar) de n= 8 ratones. La diferencia estadística 
fue determinada usando múltiple T test con p<0,05. Valores con letras distintas difieren 
significativamente. 
 





grupo SM+Lj. En cuanto a los niveles de IL-10 (citoquina antiinflamatoria), se 
observó una disminución en el grupo SM comparado con el control; y los grupos 
que recibieron las cepas (SM+Lf y SM+Lj) mostraron un incremento con respecto al 








III.7- Efecto de la administración de BL con actividad FE sobre la acumulación de 
grasa en el hígado y actividades de transaminasas 
Una patología que suele estar asociada al SM es la enfermedad del hígado 
graso no alcohólico (EHGNA); por ello, se llevó a cabo un análisis de la histología 
Figura 27: Niveles plasmáticos de citoquinas a las 14 semanas de alimentación. (A) TNF-α, (B) IFN-γ,  
(C) IL-6, (D) IL-10 Los datos representan la media ± ES (error estándar) de n= 8 ratones. La diferencia 










hepática de los animales de cada grupo a las 14 semanas de alimentación (Figura 
28). 
Los resultados mostraron que los ratones que recibieron DRG+s sin la 
suplementación de BL (grupo SM) exhibieron esteatosis caracterizada por la 
presencia de abundantes vacuolas o gotas lipídicas de distintos tamaños, así como 
granularidad citoplasmática de los hepatocitos. También pudo apreciarse la 
balonización y binucleación hepatocelular. Cuando se administraron las cepas L. 
fermentum CRL1446 y L. johnsonii CRL1231 junto con la DRG+s, los grupos de 


























Figura 28: Fotomicrografías  representativas de hígado de ratones a las 14 semanas. Los 
cortes histológicos fueron teñidos con hematoxilina-eosina y las imágenes fueron 
capturadas con microscopio Carl ZEISS  con magnificación 200x. (A) Grupo control, (B) 
Grupo SM, (C) Grupo SM+Lf, (D) Grupo SM+Lj. Las flechas señalan algunas alteraciones 
del grupo SM (gotas lipídicas y binucleación). 
 
 





El incremento de las actividades alanina aminotransferasa (ALT) y aspartato 
aminotransfersa (AST) suele asociarse a daños hepáticos. Cuando se evaluaron los 
niveles de estas transaminasas  en sangre, se observó un incremento significativo en 
el grupo SM con respecto al control, tanto a las 7 como a las 14 semanas. La 
administración de BL con actividad FE permitió mantener los valores de ALT y AST 








Figura 29: Concentraciones de transaminasas  (U/L). (A) Aspartato aminotransferasa, (B) 
Alanina aminotransferasa. Los datos representan la media ± ES (error estándar) de n= 8 
ratones. La diferencia estadística fue determinada usando múltiple T test con p<0,05. 
Valores con letras distintas difieren significativamente. 
A 
B 









III.8- Perfil lipídico e indicadores de riesgo cardiovascular  
Se evaluó el efecto de la dieta y la influencia de la administración de BL con 
actividad FE sobre los niveles plasmáticos de colesterol total, HDL-colesterol, LDL-
colesterol y triglicéridos (Figura 30). 
Colesterol total: Se observó un incremento de 13% y 33% en los niveles de 
colesterol total en los ratones del grupo SM a las 7 y 14 semanas, respectivamente, 
en comparación con el grupo control. La administración de los lactobacilos redujo 
los valores a las 7 semanas, resultando los mismos similares a los observados en el 
grupo control. A las 14 semanas, el grupo SM+Lj mostró una disminución de 13% 
en los niveles de colesterol con respecto al grupo SM, pero los valores fueron 
mayores que los detectados en el grupo control, mientras que el grupo SM+Lf no 
mostró diferencias significativas con los animales controles (Figura 30A).  
HDL-colesterol (HDL-col): Los valores plasmáticos de HDL-col del grupo SM 
disminuyeron un 16% y 22% con respecto al grupo control a las 7 y 14 semanas, 
respectivamente. La administración de L. fermentum CRL1446 (grupo SM+Lf) 
permitió mantener niveles similares a los encontrados en el grupo control, tanto a 
las 7 como a las 14 semanas. La administración de L. johnsonii CRL1231 (grupo 
SM+Lj) provocó un aumento de los niveles de HDL-col con respecto al grupo SM, 
alcanzándose valores similares al grupo control en la semana 7, mientras que a las 
14 semanas los valores fueron menores que en el control pero un 13% más altos 
que en el grupo SM (Figura 30B). 
LDL-colesterol (LDL-col): A las 7 semanas, ninguno de los grupos evaluados 
mostró diferencias significativas en los niveles de LDL-col con respecto al grupo 
control. A las 14 semanas, se observó en el grupo SM un aumento de 26% en los 
niveles de esta lipoproteína comparado con el grupo control, mientras que la 
administración de L. fermentum CRL1446 y L. johnsonii CRL1231 redujo los niveles 





de LDL-col con respecto al grupo SM, resultando similares a los detectados en el 
grupo control (Figura 30C). 
Triglicéridos (TG): El grupo SM mostró un incremento de 46% y 56% en los 
niveles de TG, a las 7 y 14 semanas, respectivamente. La administración de BL con 
actividad FE a los ratones alimentados con DRG+s (grupos SM+Lf y SM+Lj) redujo la 
hipertrigliceridemia característica del SM a las 7 y 14 semanas, sin que los valores de 









Figura 30: Perfil lipídico de ratones. (A) Niveles plasmáticos de colesterol total (g/L), (B) Niveles 
plasmáticos de HDL-colesterol (g/L), (C) Niveles plasmáticos de LDL-colesterol (g/L), (D) Niveles 
plasmáticos de triglicéridos (g/L). Los datos representan la media ± ES (error estándar) de n= 8 ratones. 
La diferencia estadística fue determinada usando múltiple T test con p<0,05. Valores con letras distintas 
difieren significativamente. 
 





Los valores del perfil lipídico fueron utilizados para calcular los distintos 
índices de riesgo cardiovascular que se encuentran detallados en la Tabla 14. Los 
resultados mostraron un aumento de los índices de riesgo cardíaco en el grupo SM 
con respecto al grupo control, a las 7 y 14 semanas de alimentación. En los grupos 
que recibieron las cepas de BL con actividad FE (SM+Lf y SM+Lj) se observaron 
siempre valores menores a los del  grupo SM, y en la mayoría de los casos no se 
encontraron diferencias estadísticas con el grupo control. 
 
 








III.9- Prueba de tolerancia oral a la glucosa (PTOG) 
La tolerancia a la glucosa fue evaluada a las 7 y 14 semanas (Figura 31). Los 
resultados obtenidos mostraron que en ambos períodos evaluados, los animales 
alimentados con DRG+s que no recibieron lactobacilos (grupo SM) presentaron 
niveles de glucosa en sangre significativamente más elevados en todos los puntos 
Los datos representan la media ± ES (error estándar) de n= 8 ratones. La diferencia estadística fue 
determinada usando múltiple T test con p<0,05. En cada columna, valores con letras superíndice distintas 
difieren significativamente. *IA: índice de aterogenicidad = (Colesterol total – HDL)/ HDL. **IAP: índice de 
aterogenicidad de plasma = Log (TG/HDL). 
 
 





de las curvas con respecto al grupo control, pero solo a las 14 semanas se 
observaron valores superiores a 200 mg/dL después de 2 h de la sobrecarga oral, 
indicando una RI en este tiempo de administración. La suplementación de la DRG+s 
con L. fermentum CRL1446 y L. johnsonii CRL1231 redujo los niveles de glucosa 
postprandial de los grupos SM+Lf y SM+Lj  en comparación con el grupo SM, pero 
solo se alcanzaron niveles similares al grupo control a las 14 semanas, lo cual se vio 











Figura 31: Curvas de tolerancia a la glucosa y áreas bajo la curva.  (A) Curvas de tolerancia a la glucosa a 
las 7 semanas, (B) Áreas bajo la curva a las 7 semanas, (C) Curvas de tolerancia a la glucosa a las 14 
semanas, (D) Áreas bajo la curva a las 14 semanas. Los datos representan la media ± ES (error estándar) 
de n= 8 ratones. La diferencia estadística fue determinada usando múltiple T test con p<0,05.  En  las 
figuras de la izquierda, los asteriscos (*) indican diferencias estadísticas con respecto al grupo control. En 










III.10- Efecto de la administración de BL con actividad FE sobre los niveles  de  
glucosa e insulina en ayunas 
Los niveles plasmáticos de glucosa en ayunas en el grupo SM incrementaron  
un 45% y 96%  a las 7 y 14 semanas de alimentación, respectivamente, en 
comparación con el grupo control. Los ratones que recibieron las BL con actividad 
FE (grupos SM+Lf y SM+Lj) presentaron valores de glucemia similares al grupo 
control a las 7 semanas de estudio. A las 14 semanas, la administración de L. 
fermentum CRL1446 y L. johnsonii CRL1231 redujo los valores de glucosa en sangre 
con respecto al grupo SM, siendo este efecto mayor en el grupo SM+Lf, el cual no 
mostró diferencias significativas con el grupo control (Tabla 15). 
Los niveles de insulina en el grupo SM aumentaron un 34% y 45% 
comparado al grupo control, a las 7 y 14 semanas, respectivamente. La 
administración de las BL disminuyó la concentración de insulina en los grupos SM+Lf 
y SM+Lj, alcanzando valores similares al grupo control en ambos períodos 
evaluados (Tabla 15). 
El modelo homeostático para evaluar la resistencia a la insulina (HOMA-IR) 
mostró un aumento de los valores en los ratones del grupo SM a las 7 semanas y 14 
semanas de alimentación con respecto al grupo control. La administración de L. 
fermentum CRL1446 y L. johnsonii CRL1231 disminuyó el índice HOMA en los 




















III.11- Evaluación del efecto antihiperglucémico de las BL con actividad FE 
III.11.1- Prueba de tolerancia oral a la sacarosa (PTOS) 
La PTOS se realizó a las 14 semanas para determinar si L. fermentum 
CRL1446 y L. johnsonii CRL1231 eran capaces de modificar los niveles de glucemia 
postprandial después del consumo de sacarosa (disacárido formado por glucosa y 
fructosa). La prueba consistió en aplicar a los animales una sobrecarga oral de 
sacarosa y se midieron los niveles de glucosa en sangre cada 30 min durante 2 h. 
Con los datos obtenidos se construyeron curvas y se calcularon las áreas bajo las 
mismas para cada grupo (Figura 32).  
Los resultados mostraron un aumento significativo de los niveles de glucosa 
en sangre para el grupo SM en todos los puntos de la curva; mientras que para los 
grupos SM+Lf y SM+Lj no se observaron diferencias con respecto al grupo control; 
es decir, que la administración de L. fermentum CRL1446 y L. johnsonii CRL1231 
Los datos representan la media ± ES (error estándar) de n= 8 ratones. La diferencia estadística fue 
determinada usando múltiple T test con p<0,05. Para cada período, valores en la misma fila con letras 
superíndice distintas difieren significativamente.  
 





redujo los picos glucémicos postprandiales en los animales alimentados con DRG+s 
durante 14 semanas. 
El área bajo la curva del grupo SM sufrió un incremento (36%) con respecto 
al grupo control, mientras que los grupos SM+Lf y SM+Lj mantuvieron valores 








III.11.2- Prueba de inhibición de la actividad α-glucosidasa por las cepas 
seleccionadas 
Con la finalidad de comprobar si el efecto sobre la glucemia observado en el 
ensayo in vivo anteriormente descripto era atribuible a las cepas administradas, se 
realizó un estudio in vitro para evaluar la capacidad de estas BL de inhibir la enzima 
α-glucosidasa. Los resultados mostraron porcentajes de inhibición de 90,41% para L 




Figura 32: (A) Curvas de tolerancia oral a la sacarosa a las 14 semanas de alimentación, (B) Áreas bajo la 
curva. Los datos representan la media ± ES (error estándar) de n= 8 ratones. La diferencia estadística fue 
determinada usando múltiple T test con p<0,05.  En  la figura A los asteriscos (*) indican diferencias 











III.12- Efecto de la administración de las BL sobre la actividad FE intestinal 
 Se determinó la actividad específica FE en contenidos de intestino grueso 
utilizando metil ferulato como sustrato. Los valores de la actividad enzimática para 
cada grupo de ratones se muestran en la Figura 33. 
La actividad FE intestinal se redujo significativamente en los ratones del grupo 
SM con respecto al grupo control, tanto a las 7 como a las 14 semanas de 
alimentación con DRG+s. La suplementación de la DRG+s con BL que poseen 
actividad FE incrementó esta actividad enzimática a nivel intestinal en ambos 
períodos evaluados. A las 7 semanas, se observó que el aumento de actividad FE 
intestinal en los grupos SM+Lf y SM+Lj fue más leve, mientras que a las 14 semanas 
los incrementos fueron de 46% y 37%, respectivamente, en comparación con el 







Figura 33: Actividad específica FE en contenidos de intestino grueso. Los datos 
representan la media ± ES (error estándar) de n= 8 ratones. La diferencia estadística fue 
determinada usando múltiple T test con p<0,05.  Valores con letras distintas difieren 
significativamente.  
 







III.13- Detección de metabolitos derivados del AF en contenidos de colon 
Se determinó la presencia de metabolitos derivados del AF en los contenidos 
de intestino grueso de ratones alimentados durante 14 semanas. La detección fue 
realizada mediante espectrometría de masas, obteniéndose perfiles cromatográficos 
como los observados en la Figura 34.  
Luego de la sintonización previa del equipo de HPLC-MS con AF, se pudo 
reconocer varias especies derivadas del mismo, según las relaciones masa/carga 
(m/z) de los iones “padres” y los tiempos de retención (RT) observados. La búsqueda 
de estos compuestos provenientes del metabolismo del AF se realizó en los 
contenidos de colon de los 4 grupos de ratones estudiados. La determinación fue 
semicuantitativa y se estimó la abundancia de cada metabolito según el tamaño de 
los picos a partir de la línea de base del espectro (Tabla 16).  
En todos los grupos de animales (Control, SM, SM+Lf y SM+Lj) se detectó la 
presencia de ácido dihidroferúlico (DHF), ácido 3,4-dihidroxifenilpropiónico (DHPPA) 
y ácido 3-hidroxifenilpropiónico (HPPA). Se observó en general una menor 
abundancia de estos compuestos en el grupo SM con respecto al control y un 




















Figura 34: Cromatogramas obtenidos mediante HPLC-MS después de la inyección de una muestra del 
grupo SM+Lj. De acuerdo a la relación masa/carga [m/z] de las especies iónicas detectadas y a los tiempos 
de retención [RT] (flechas azules) se confirmó la presencia de los siguientes metabolitos derivados del ácido 
ferúlico: (A) ácido dihidroxifenilpropiónico [DHPPA]; (B) ácido dihidroferúlico [DHF] y (C) ácido 
hidroxifenilpropiónico [HPPA]. 















III.14- Producción de ácidos grasos de cadena corta (AGCC) en contenidos de colon 
Los AGCC se producen cuando la fibra alimentaria es fermentada por las 
bacterias presentes en el colon. A las 14 semanas se determinaron las 
concentraciones de ácidos acético, propiónico y butírico en los contenidos de 
intestino grueso de los ratones de todos los grupos (Figura 35). 
Los resultados mostraron una reducción significativa de los niveles de todos 
los AGCC en el grupo SM con respecto al control. El grupo SM+Lf no mostró 
diferencias en las concentraciones de ácidos acético y propiónico con respecto al 
grupo SM; pero se observó un aumento en la concentración de ácido butírico. El 
grupo SM+Lj exhibió un incremento en los niveles de todos los ácidos (acético, 
propiónico y butírico) en comparación con el grupo SM. 
Tabla 16: Detección de metabolitos derivados del AF en contenidos de colon de ratones alimentados 
durante 14 semanas por HPLC-MS. Se asignaron las relaciones masa/carga (m/z) y los tiempos de 
retención (RT) para cada compuesto. AF: ácido ferúlico; DHF: ácido dihidroferúlico; DHPPA: ácido 
dihidroxifenilpropiónico, HPPA: ácido hidroxifenilpropiónico y AB: ácido benzoico. Los metabolitos 
detectados se muestran para cada individuo de los 4 grupos de ratones ensayados (n=3). (-): metabolito 
no detectado (+): metabolito detectado. Mayor cantidad de signos (++ o +++) indican  mayor área de 
los picos en el espectro. 
 


















III.15- Evaluación de la microbiota intestinal mediante PCR en tiempo real (qPCR)  
La Tabla 17 muestra la abundancia de los siguientes géneros bacterianos: 
Lactobacillus, Bifidobacterium y Enterobacter; los mismos fueron determinados por 
qPCR en las heces de ratones de los 4 grupos estudiados a las 14 semanas de 
alimentación. Los resultados fueron expresados en Log UFC/g de materia fecal. 
En el grupo SM se observó un incremento significativo de Lactobacilos y 
Enterobacterias en comparación con el grupo control. Cuando se analizó la 
abundancia de estos dos géneros en los grupos SM+Lf y SM+Lj se vio que solo el 
grupo que recibió L. fermentum CRL1446 logró normalizar la abundancia de 
Lactobacilos y Enterobacterias  detectándose valores similares al grupo control.  
Figura 35: Concentración de AGCC producidos en contenidos de colon a las 14 semanas de 
alimentación. Los ratones recibieron dieta convencional [DC] (grupo Control), dieta rica en 
grasa conteniendo salvado de trigo [DRG+s] (grupo SM), DRG+s suplementada con L. 
fermentum CRL1446 (grupo SM+Lf) y DRG+s suplementada con L. johnsonii CRL1231 
(grupo SM+Lj). La dosis de administración de las cepas fue 10
8 
UFC/día/ratón. Los datos 
representan la media ± ES (error estándar) de n= 8 ratones. La diferencia estadística fue 
determinada usando múltiple T test con p<0,05. Valores con letras distintas difieren 
significativamente para cada ácido evaluado. 
 





Respecto a las Bifidobacterias,  no se observaron diferencias significativas 










III.16- Efecto de la administración oral de las BL con actividad FE sobre el estado  
oxidativo de los ratones con SM  
El estado oxidativo de los ratones se evaluó a las 7 y 14 semanas de 
alimentación determinando las actividades glutatión peroxidasa (GPx) y glutatión 
reductasa (GR) en hígado y la concentración de lipoperóxidos plasmáticos (TBARS) 
en plasma  (Figura 36).   
A las 7 semanas de ensayo, no se observaron diferencias significativas entre 
los 4 grupos de animales en ninguno de los parámetros oxidativos evaluados. 
A las 14 de alimentación, se observó en el grupo SM una disminución de las 
actividades GPx y GR (11% y 15%, respectivamente) y un gran incremento en las 
concentraciones de TBARS (48%) en comparación con el grupo control. La 
Tabla  17: Análisis cuantitativo de diferentes géneros bacterianos en la materia fecal de ratones 
determinados por qPCR a las 14 semanas de alimentación. La abundancia de cada género fue 
expresada como Log UFC/g de heces. Los datos representan la media ± ES (error estándar) de n= 3 
ratones. La diferencia estadística fue determinada usando múltiple T test con p<0,05. El grupo SM fue 
comparado con el grupo control, mientras que los grupos SM+Lf y SM+Lj fueron comparados con los 
grupos control y SM. [ns]: no significativo. 
 





administración de las cepas L. fermentum CRL1446 y L. johnsonii CRL1231 mejoró el 
estado oxidativo de los ratones alimentados con DRG+s. En los grupos SM+Lf y 
SM+Lj se observó un incremento de la actividad GPx (37% y 11%, respectivamente) 
y GR (64% y 54%, respectivamente) en comparación con el grupo SM. Además, los 
niveles plasmáticos de TBARS en los grupos de ratones que recibieron ambas cepas 
de BL mostraron una reducción significativa con respecto al grupo SM, manteniendo 









Figura 36: Evaluación del estado oxidativo de 
los ratones a las 7 y 14 semanas de 
alimentación. (A) Actividad glutatión 
peroxidasa en hígado, (B) Actividad glutatión 
reductasa en hígado, (C) Concentración 
plasmática de lipoperóxidos (TBARS). Los datos 
representan la media ± ES (error estándar) de 
n= 8 ratones. La diferencia estadística fue 
determinada usando múltiple T test con 
p<0,05.  Valores con letras distintas difieren 
significativamente.  
 






El síndrome metabólico (SM) se caracteriza por la presencia de al menos 3 de 
los siguientes factores de riesgo: obesidad central, hiperglucemia, dislipidemia 
aterogénica e hipertensión. Su prevalencia en los últimos años ha aumentado 
debido principalmente a cambios en el estilo de vida, que incluyen un mayor 
sedentarismo y el consumo de dietas ricas en grasas y azúcares (dieta occidental). 
Se ha demostrado, además, que el SM está asociado con una mayor incidencia de 
enfermedades cardiovasculares y diabetes tipo 2 (DT2), incrementado notablemente 
las tasas de morbilidad y mortalidad en la población (He y Shi, 2017). 
En lo que respecta a la salud pública, los costos médicos debido a 
enfermedades relacionadas con el SM aumentan día tras día, y el esfuerzo requerido 
para disminuir el porcentaje de grasa corporal en los individuos se ha convertido en 
una preocupación a nivel mundial (Finkelstein y col., 2014). Existen diversas 
estrategias para disminuir el peso corporal, como ser actividad física, dietas 
restringidas en calorías, empleo de medicamentos, cirugías, etc., pero la mayoría de 
ellas implican elevados costos de tratamiento y en algunos casos  pueden generar 
efectos secundarios adversos. Es por ello, que el desarrollo de estrategias dietarias 
que incluyan productos alimenticios naturales con probióticos y/o prebióticos ha 
surgido como una alternativa  que ayudaría a disminuir los factores de riesgo 
asociados al SM, sin generar efectos secundarios perjudiciales para la salud 
(Mallappa  y col., 2012). El consumo de bacterias probióticas tiene un gran impacto 
en el metabolismo debido a que modulan la microbiota intestinal, pudiendo afectar 
el apetito, la ingesta de alimentos y el peso corporal (Kobyliak y col., 2016). 
En el presente capítulo se estudió el efecto de la administración oral de BL 
con actividad FE en un modelo murino de SM alimentado con una dieta rica en 
grasa suplementada con salvado de trigo como fuente de AF esterificado [DRG+s].  
 
 





-Efecto sobre GPC, EA y adiposidad  
La alimentación con DRG+s durante 14 semanas incrementó la GPC, la EA, el 
índice de adiposidad y los niveles de leptina en los animales del grupo SM en 
comparación con el grupo control. Cuando se administraron las BL conjuntamente 
con la DRG+s se observó una disminución de todos los parámetros anteriormente 
mencionados. 
La GPC es un parámetro fundamental en los modelos nutricionales, ya que 
refleja cambios macroscópicos inducidos por la dieta en un determinado organismo. 
Junto a la ingesta de alimentos, la GPC permite evaluar la capacidad de un 
organismo para transformar gramos de alimentos consumidos en gramos de masa 
corporal, lo que se conoce como EA. Estos dos parámetros están estrechamente 
relacionados a la composición de la microbiota intestinal y la dieta (Raoult, 2009). 
En este trabajo se evaluó la EA con el fin de determinar si la administración 
de BL con actividad FE ejercía algún efecto sobre el aumento de peso corporal. La 
EA fue significativamente mayor en el grupo SM (86%) con respecto al grupo control 
a las 14 semanas de alimentación. Esto indica que la DRG+s provoca mayor GPC 
que la dieta convencional [DC]. La suplementación de la DRG+s con las BL 
seleccionadas provocó una reducción significativa de la EA con respecto al grupo 
SM, resultando los valores similares a los observados en el grupo control. Los 
menores valores de EA en ratones alimentados con DRG+s que recibieron L. 
fermentum CRL1446 o L. johnsonii CRL1231 indican que estos animales tuvieron una 
menor GPC al consumir la misma cantidad y tipo de alimento que los ratones del 
grupo SM. Similares resultados fueron informados por Park y col. (2013), quienes 
observaron una disminución de la EA al administrar una combinación de dos cepas 
probióticas (L. curvatus HY7601 y L. plantarum KY1032) durante 8 semanas a ratones 
alimentados con una DRG suplementada con colesterol. Dos interesantes revisiones 
que analizan la influencia de Lactobacillus spp. sobre la GPC mostraron que los 
efectos no pueden ser generalizados, indicando que dicha influencia es dependiente 





de cada cepa; mientras algunas especies inducen un descenso de peso, otras no 
tienen efecto o inducen incrementos (Crovesy y col., 2017; Drissi y col., 2017).  
Cuando se evaluó el índice de adiposidad del grupo SM, se observó que el 
mismo fue un 99% mayor con respecto al grupo control a las 14 semanas de 
alimentación, mostrando una correlación con la GPC. Cuando los ratones 
alimentados con DRG+s recibieron L. fermentum CRL1446 y L. johnsonii CRL1231 se 
observó una reducción significativa del índice de adiposidad en comparación con el 
grupo SM (39% y 26%, respectivamente, a las 14 semanas). Los resultados 
concuerdan con lo informado por Bhathena y col. (2012), quienes observaron una 
reducción del índice de adiposidad al administrar L. fermentum ATCC11976 con 
actividad FE a hámsteres con SM.  
La histología del tejido adiposo epididimal reveló la presencia de adipocitos 
de gran tamaño en ratones del grupo SM, mientras que los animales que recibieron 
L. fermentum CRL1446 y L. johnsonii CRL1231 mostraron una estructura que se 
asemejó más al grupo control, evidenciando que ambas cepas lograron prevenir la 
hipertrofia del tejido adiposo en animales alimentados con DRG+s. Varios autores 
han  informado efectos similares al administrar cepas de L. gasseri en diferentes 
modelos de obesidad inducido por la dieta en roedores, indicando una  influencia 
tanto en el peso del tejido adiposo como en el área de los adipocitos (Hamad y col., 
2008; Kang y col., 2013; Kawano y col., 2016). El mecanismo por el cual el tejido 
adiposo se expande es considerado un determinante crítico de la obesidad. En 
principio, esta expansión puede ocurrir  a través del aumento del tamaño de los 
adipocitos (hipertrofia) o por el incremento del número de adipocitos (hiperplasia) 
(Wang y col., 2013). El efecto de microrganismos probióticos sobre el tamaño de los 
adipocitos fue investigado también por otros autores (Hamad y col., 2008; Gauffin 
Cano y col., 2013).  
 
 





-Niveles de adipoquinas y estado inflamatorio 
Es importante destacar la participación del tejido adiposo como un órgano 
endócrino clave, ya que libera múltiples sustancias bioactivas, conocidas como 
adipoquinas. La producción desregulada de estas adipoquinas debido a la 
disfunción del tejido adiposo puede contribuir a la patogénesis de las 
complicaciones relacionadas con la obesidad (Ouchi y col., 2011). Se ha informado 
que en individuos obesos, algunas citoquinas son secretadas en mayor cantidad 
promoviendo la respuesta inflamatoria (leptina, TNF-α, IL-6). Además, se ha 
sugerido un rol proactivo de los probióticos en la modulación de estos 
componentes bioactivos secretados por el tejido adiposo (Torres y col., 2018).  
En esta tesis se demostró que la DRG+s indujo un incremento significativo de 
los niveles de leptina plasmática en los ratones del grupo SM a las 14 semanas, 
comparados con el control. La leptina secretada por los adipocitos se encuentra en 
niveles  proporcionales a la cantidad de grasa corporal, y constituye una señal 
periférica clave que indica el estado de las reservas de energía corporal (Torres y 
col., 2018). Los resultados obtenidos reflejaron un estado de hiperleptinemia en los 
ratones del grupo SM, el cual fue informado por otros autores como una 
caracteristica de la obesidad, en donde los pacientes obesos responden pobremente 
a las señales anorexigénicas, lo cual se traduce en un estado de resistencia a la 
leptina (Coppari y Bjørbæk, 2012). Se demostró además, que ciertos nutrientes, 
especialmente los lípidos, inducen el estado de leptino-resistencia (Shapiro y col., 
2008; Vasselli, 2012). La leptina, además de correlacionarse positivamente con 
diferentes parámetros del SM, participa en la promoción, reclutamiento y 
proliferación de células inmunes pro-inflamatorias (Torres y col., 2018). En los 
grupos de ratones SM+Lf y SM+Lj se evidenció una disminución significativa de la 
concentración de leptina (3,5 y 2 veces, respectivamente, a las 14 semanas) cuando 
fueron comparados con el grupo SM. Los resultados demostraron que la 
administración oral de L. fermentum CRL1446 y L. johnsonii CRL1231 permitió 
disminuir el estado de hiperleptinemia en los animales alimentados con DRG+s. La 





reducción de los niveles de leptina plasmática como consecuencia de la 
administración de microorganismos probióticos en modelos de obesidad inducida 
por la dieta ha sido informada por otros autores (Gauffin Cano y col., 2012 y 2013). 
Se ha sugerido una restauración de la funcionalidad de esta hormona, lo cual 
permitiría una mejor distribución del tejido adiposo, como así también la prevención 
de la acumulación de triglicéridos en tejidos periféricos (Gauffin Cano y col., 2013). 
Los mayores niveles plasmáticos de TNF-α, IFN-γ e IL-6 reflejaron un estado 
inflamatorio crónico característico de la obesidad en ratones del grupo SM. Estos 
resultados concuerdan con los informados por otros autores en modelos animales 
alimentados con DRG (Núñez y col., 2015). Asimismo, se observó una menor 
concentración de IL-10 (citoquina antiinflamatoria) en los ratones del grupo SM. 
Trabajos previos han demostrado que existe una relación negativa entre la obesidad 
y los niveles de IL-10 (Blüher y col., 2005; Jung y col., 2008). La administración de  L. 
fermentum CRL1446 y L. johnsonii CRL1231 mejoró el perfil inflamatorio de los 
animales que recibieron  DRG+s. durante 14 semanas, observándose una reducción 
de las citoquinas proinflamatorias y un incremento de IL-10.  
-Histología hepática y transaminasas 
La EHGNA es una enfermedad inflamatoria de carácter crónico, de gran 
relevancia en la actualidad por su fuerte asociación con patologías de incidencia 
creciente como la obesidad y la DT2. Se efectuó un estudio histológico del hígado 
de los 4 grupos de ratones evaluados y se determinaron los niveles de 
transaminasas en sangre. En el grupo SM, se observó un abundante depósito de  
gotas de lípidos, mientras que en los grupos suplementados con las BL, se redujo la 
infiltración grasa. Además de la esteatosis hepática, los ratones del grupo SM 
mostraron altos niveles plasmáticos de transaminasas ALT y AST, los cuales se vieron 
disminuidos en los grupos SM+Lf y SM+Lj. La acumulación de grasa en el hígado es 
un signo del desarrollo temprano de la EHGNA, y está asociada con la desregulación 
del metabolismo de los lípidos y la glucosa (Preiss y Sattar, 2008). Las transaminasas 





(ALT y AST) son consideradas biomarcadores clínicos de la funcionalidad hepática y 
su enfermedad. Además, se ha encontrado que la elevación  de ALT y AST se asocia 
con un mayor índice de masa corporal y obesidad abdominal, aun en ausencia de 
enfermedad hepática (Marchesini y col., 2003).  
Otros estudios han informado una mejora del hígado graso cuando se 
administró un mix de probióticos a ratas con esteatosis, asociando la menor 
acumulación de grasa con la modulación del perfil lipídico, leptina y biomarcadores 
inflamatorios (Al-muzafar y Amin, 2017). Bhathena y col. (2012), por su parte, han 
demostrado el efecto benéfico que tiene la administración de un microrganismo con 
actividad FE (L. fermentum ATCC 11976) en un modelo de EHGNA en hámsteres 
sirios dorados.  
-Perfil lipídico e indicadores de riesgo cardiovascular 
Cuando se evaluó el perfil lipídico en plasma a las 14 semanas, se observó 
que la administración de BL con actividad FE redujo los niveles de colesterol total, 
LDL-colesterol y triglicéridos, y provocó asimismo un aumento de HDL-colesterol 
con respecto al grupo SM. Estos resultados fueron similares a los observados por 
Bhathena y col.  (2012) en hámsteres con SM tratados con L. fermentun ATCC11976 
con actividad FE.  
Adicionalmente a la cuantificación rutinaria del perfil lipídico, se han 
propuesto diversos indicadores de riesgo cardiovascular (IRCV), basados en simples 
cálculos aritméticos entre las fracciones de dicho perfil. Estos IRCV han demostrado 
tener mayor valor predicitivo que las propias fracciones por separado (Millán y col., 
2009). Son varios los estudios que han evaluado la asociación y capacidad predictiva 
de estos indicadores en diferentes grupos de individuos, particularmente en aquellos 
que presentan obesidad, RI, SM y DT2, condiciones todas vinculadas al desarrollo de 
enfermedad cardiovascular de tipo aterogénico (Múscolo y col., 2004; Cordero y 
col., 2009, Hadaegh y col., 2009; Acevedo y col., 2012; González Roca, 2016). 





Los resultados mostraron un aumento de los IRCV en el grupo SM con 
respecto al control. Los grupos SM+Lf y SM+Lj presentaron siempre menores 
valores que el grupo SM. Se observó que los IRCV de ratones que recibieron L. 
fermentum CRL1446 fueron más bajos comparados con aquellos que recibieron L. 
johnsonii CRL1231, pero la diferencia solo fue significativa en el índice de 
aterogenicidad (IA= Colesterol total – HDL)/ HDL). Tomaro- Duchesneau y col. 
(2014) observaron similares resultados en ratas con SM tratadas con L. fermentum 
NCIMB 5221 con actividad FE. 
Naowaboot y col. (2016)  demostraron que la administración de AF en 
ratones obesos alimentados con DRG mejoró la homeostasis lipídica, probablemente 
a través de la modulación de la expresión de genes lipogénicos (SREBP1c, FAS, ACC) 
y estimulación de genes de la β-oxidación (CPT1A, PPARγ). 
-Metabolismo de la glucosa e inhibición de la actividad α-glucosidasa 
Cuando se analizó el metabolismo de la glucosa, se vio que la administración 
de las BL con actividad FE redujo la glucemia en ayunas y mejoró la tolerancia a la 
glucosa a las 14 semanas de alimentación con DRG+s. También se observó 
disminución de la RI (HOMA-IR), lo que sugiere que estos lactobacilos pueden 
mejorar la sensibilidad de los tejidos periféricos a la insulina y prevenir eficazmente 
el desarrollo de hiperglucemia en individuos obesos. Naowaboot  y col. (2016) han 
sugerido que el AF podría actuar disminuyendo la expresión de enzimas hepáticas 
de la gluconeogénesis, (fosfoenolpiruvato carboxilasa y glucosa-6-fosfatasa), 
reduciendo así los niveles de glucosa en sangre. Bhathena y col. (2012), informaron 
que la administración de L. fermentum ATCC11976  (cepa con actividad  FE) a 
hámsteres con SM, disminuyó los niveles séricos de insulina y glucosa. Los resultados 
obtenidos en este trabajo concuerdan además con lo informado por Lim y col. 
(2016), quienes demostraron que la administración de L. sakei OK67 a ratones 
obesos inducidos por DRG mejora la tolerancia a la glucosa.  





La medición de los niveles de glucemia después de una ingesta de sacarosa 
es una forma indirecta de evaluar el efecto inhibidor de la actividad α-glucosidasa 
por parte de las cepas de BL administradas. Las α-glucosidasas participan en el 
desdoblamiento de la sacarosa liberando glucosa, y su inhibición permitiría 
mantener concentraciones de glucosa en sangre más bajas. Los resultados 
mostraron que tanto L. fermentum CRL1446 como L. johnsonii CRL1231 fueron 
capaces de reducir los niveles de glucosa postprandial en ratones alimentados con 
DRG+s que recibieron una sobrecarga de sacarosa.  Se realizaron además ensayos 
in vitro de inhibición de la actividad α-glucosidasa por los lactobacilos y se demostró 
que ambas cepas tenían capacidad de inhibir esta enzima. Li y col. (2016) 
informaron que la administración de L. plantarum X1 con capacidad inhibitoria de la 
α-glucosidasa, mejoró los marcadores de riesgo en ratas con DT2. Asimismo, 
Malunga y col. (2016) informaron que el AF y los mono y oligosacáridos de 
arabinoxilano ferulados inhiben la enzima α-glucosidasa. Esto último sugiere que el 
efecto antihiperglucémico de L. fermentum CRL1446 y L. johnsonii CRL1231 en 
ratones alimentados con DRG+s podría estar potenciado por la presencia de AF en 
las fibras de salvado de la dieta. 
-Actividad FE y liberación de AF 
El consumo de AF ha sido asociado a la reducción de varios factores de 
riesgo presentes en enfermedades crónicas no transmisibles como ser las 
enfermedades cardiovasculares, neurodegenerativas, DT2, etc. (Pérez-Jiménez y col., 
2010). Sus propiedades beneficiosas son atribuidas a múltiples funciones bioactivas 
(antioxidantes, antimicrobianas, antiinflamatorias, etc.), las cuales dependen de la 
cantidad de compuesto consumido. Sin embargo, la bioaccesibilidad y 
biodisponibilidad del AF presente en forma esterificada en las matrices vegetales, 
regulan su bioeficacia (Goderska y col., 2008).  
La biodisponibilidad se refiere a la proporción de un compuesto ingerido, 
que puede ser digerido, absorbido y metabolizado, alcanzando la circulación 





sistémica y ejerciendo el efecto que le sea propio (Holst, y Williamson, 2008). En este 
sentido, las FE juegan un importante rol en la hidrólisis de las uniones ésteres y la 
posterior liberación del AF, constituyendo así un paso fundamental requerido para la 
biodisponibilidad y metabolismo del mismo.  
 En roedores, la actividad FE total del intestino está dada por la actividad de 
la microbiota y también por la actividad de las células epiteliales (Andreasen y col., 
2001a, Abeijón Mukdsi y col., 2012). A pesar de ello, Filannino y col. (2018) afirman 
que las FE bacterianas presentes en el colon son las principales responsables de 
incrementar la biodisponibilidad de los AH en humanos.   
Cuando el AF es ingerido en la dieta como fibra, el 90% del mismo alcanza el 
colon en forma de hidroxicinamatos (ferulatos). La microbiota colónica es el principal 
responsable de la liberación de AH a partir de sus formas conjugadas, como 
consecuencia de la ruptura de los enlaces ésteres por acción de las FE (Couteau y 
col., 2001).  
En estudios previos realizados por Abeijón Mukdsi y col., (2012) se evaluó la 
actividad FE en mucosa y contenidos de intestino delgado y grueso de ratones 
alimentados con DC y suplementados con BL con actividad FE. Entre todas las 
fracciones intestinales evaluadas, el mayor incremento de actividad FE se detectó en 
contenido de intestino grueso. Por tal motivo, en la presente tesis se decidió evaluar 
la actividad FE en contenidos de colon.  
La administración de las BL  a los ratones alimentados con DRG+s (grupos 
SM+Lf y SM+Lj) provocó un aumento significativo de la actividad FE del contenido 
de intestino grueso en comparación con el grupo SM, sin alcanzar los valores del 
control. Estos resultados indicarían que L. fermentum CRL1446 y L. johnsonii 
CRL1231 podrían incrementar la biodisponibilidad de AF a partir del salvado de trigo 
de la dieta a nivel del colon, para ser posteriormente metabolizado y absorbido, 
ejerciendo así sus efectos beneficiosos. 
 
 





-Metabolitos del AF 
El metabolismo del AF por las enzimas de la microbiota intestinal resulta en la 
producción de compuestos bioactivos que pueden ser absorbidos y vehiculizados al 
hígado (Pekkinen y col., 2014). En un principio el AF es reducido a ácido 
dihidroferúlico (DHF), el cual es posteriormente desmetilado, transformándose en 
ácido dihidroxifenilpropiónico (DHPPA). El DHPPA sufre una deshidroxilación 
generando ácido hidroxifenilpropiónico (HPPA), y finalmente después de otra etapa 
de deshidroxilación y -oxidación se transforma en ácido benzoico (AB). Estos 
metabolitos intermediarios pueden ser absorbidos y pasar al torrente sanguíneo, o 
parte de ellos pueden ser excretados en las heces. Se ha demostrado que los 
compuestos fenólicos bioactivos alcanzan bajas concentraciones en el plasma (en el 
orden de los µg), por lo que se destaca el papel de la microbiota en el metabolismo 
de los mismos (Williamson, 2013). Además, los compuestos absorbidos pueden 
metabolizarse en el hígado a través de la fase I del metabolismo de los xenobióticos 
o conjugarse directamente con sulfato, ácido glucurónico o aminoácidos como la 
glicina para ser excretados en la orina (fase II) (Pekkinen y col., 2014).   
Con la finalidad de corroborar si la administración de las BL tiene efecto 
sobre la liberación de AF y la producción de sus metabolitos, se decidió evaluar la 
presencia de estos compuestos en contenidos de colon. En los 4 grupos de ratones 
no se detectó AF ni AB. En cambio, sí se detectó  DHF, DHPPA y HPPA. El HPPA fue 
el más abundante, principalmente en ratones de los grupos control, SM+Lf y SM+Lj. 
Estos resultados indicarían que el AF estuvo disponible y fue metabolizado, 
transformándose en cada uno de los compuestos mencionados, lo cual tiene 
concordancia con la mayor actividad FE intestinal observada en los grupos control, 
SM+Lf  y SM+Lj. Similarmente, Duncan y col. (2016) encontraron HPPA como el 
principal metabolito derivado del AF al evaluar la fermentación de salvado de trigo 
por heces humanas. Estos autores, basados en estudios metagenómicos, informaron 
que el salvado de trigo promueve un enriquecimiento en bacterias productoras de 
ácido butírico con capacidad de liberar AF de la fibra (es decir, con actividad FE). De 





esta manera, postularon que el incremento de bacterias productoras de ácido 
butírico y liberadoras de AF durante la degradación del salvado de trigo podría 
explicar los efectos beneficiosos para la salud atribuidos a las fibras de este cereal.  
-Producción de AGCC 
Los AGCC son producidos por la microbiota en el colon a partir de la fibra 
dietaria por un proceso de fermentación. Por lo tanto, la composición de AGCC 
depende de la composición de la microbiota intestinal y del tipo de sustrato 
fermentado (Nishitsuji y col., 2017). 
Los resultados obtenidos en esta tesis mostraron en el grupo SM una 
disminución de la concentración de los AGCC con respecto al grupo control, lo cual 
indicaría una menor actividad metabólica en los animales con SM. La administración 
de las BL a los ratones alimentados con DRG+s (grupos SM+Lf y SM+Lj) incrementó 
la producción de AGCC. La suplementación con L. fermentum CRL1446 provocó un 
aumento de la concentración de ácido butírico con respecto al grupo SM, mientras 
que los animales que recibieron L. johnsonii CRL1231 mostraron un incremento de 
los tres AGCC evaluados. 
El tipo y concentración de AGCC producido por la microbiota intestinal es 
importante para el desarrollo o prevención de la obesidad y el SM (David y col., 
2014; Zhang y col., 2010). Los AGCC más abundantes en el colon son los ácidos 
acético, propiónico y butírico, los cuales se encuentran normalmente en una  
relación molar que puede ir desde 3:1:1 hasta 10:2:1 (Rowland y col., 2018). Estos 
tres AGCC juegan un importante rol en el organismo. El acetato es utilizado para el 
crecimiento de algunas bacterias, para la síntesis de colesterol y en la lipogénesis; 
recientes estudios realizados en ratones informaron que interviene en la regulación 
del apetito (Frost y col., 2014). El propionato es una fuente de energía para las 
células epiteliales e interviene directamente en la gluconeogénesis intestinal, 
promueve la homeostasis energética reduciendo la producción de la glucosa 
hepática, y en consecuencia reduce la adiposidad (De Vadder y col., 2014). El 





butirato constituye una fuente de energía clave para los colonocitos humanos; 
también hay evidencia de que el butirato puede activar la gluconeogénesis intestinal 
a través de un mecanismo dependiente de AMPc con efectos beneficiosos sobre el 
control de la glucosa y la homeostasis energética (De Vadder y col., 2014). Asi 
mismo, se informó que el butirato y el acetato protegen contra la obesidad inducida 
por la dieta sin suprimir la ingesta de alimento (Yamashita y col., 2007; Gao y col., 
2009). Se ha demostrado que la suplementación con butirato previene y revierte la 
RI en ratones obesos alimentados con dietas altas en grasas (Gao y col., 2009). En un 
estudio clínico, Vrieze y col. (2012) mostraron que el trasplante de microbiota 
intestinal de donantes normopesos sanos a recipientes con SM mediante sonda 
naso-duodenal mejoró la sensibilidad a la insulina. Los autores asocian este 
mejoramiento al aumento de las concentraciones intestinales de bacterias 
productoras de butirato y de este AGCC, el cual podría regular el metabolismo 
glucídico y lipídico estimulando el eje intestino-cerebro-hígado a través del sistema 
nervioso entérico. Brinkworth y col. (2009) informaron una disminución del volumen 
de heces y de AGCC (sobre todo butirato) en sujetos obesos que consumieron una 
dieta rica en grasas y baja en carbohidratos comparados con sujetos obesos que 
consumieron dieta baja en grasas y enriquecida en carbohidratos y fibras. 
-Microbiota intestinal (MI) 
El complejo y dinámico ecosistema microbiano intestinal contribuye al 
metabolismo de diversos compuestos provenientes de la dieta, produciendo 
numerosos metabolitos. Como se ha mencionado anteriormente, la producción de 
metabolitos específicos, como los AGCC, guarda un estrecho vínculo con la 
homeostasis energética del hospedador (Bäckhed y col., 2004; Turnbaugh y col., 
2006). Por tal motivo, se ha sugerido que la modificación de la microbiota intestinal 
por la administración de BL específicas podría tener influencia sobre parámetros 
metabólicos, ya sea para contrarrestar o favorecer los efectos de la dieta. 





En los mamíferos, los organismos que componen la microbiota son 
determinados por los tipos de fuentes nutricionales, siendo diferentes los perfiles de 
omnívoros, carnívoros y herbívoros (Ley y col., 2008). Las características de la dieta, 
junto con los factores genéticos, influyen en el predominio de unos 
microorganismos sobre otros (Duncan y col., 2008). Después de tan solo un día de 
dieta de tipo occidental (alta en grasa y azúcar y baja en polisacáridos de las 
plantas), los ratones muestran cambios en su composición microbiana y en sus vías 
metabólicas, y en 2 semanas desarrollan mayor adiposidad (Turnbaugh y col., 2009). 
La abundancia o escasez de alimento determinaría la presencia o no de ciertas 
especies bacterianas que se reproducen cuando hay disponibilidad ilimitada de 
alimentos, o de especies más eficientes cuando los nutrientes son escasos (Mai, 
2004; Duncan y col., 2008). Los ratones sometidos a dietas de tipo occidental ricas 
en grasas, muestran un incremento de Firmicutes y una disminución 
de Bacteroidetes (Turnbaugh y col., 2009). 
El empleo de bacterias probióticas para modular la MI de ratones obesos es 
una estrategia usada en investigaciones durante las últimas décadas (Sanz y col., 
2010 y 2014). 
Los estudios iniciales realizados en este trabajo de tesis sobre algunos de los 
principales géneros bacterianos en heces de ratones, mostraron que los lactobacilos 
y enterobacterias fueron afectados por la administración de DRG+s, observándose 
incrementos significativos de ambos géneros en el grupo SM con respecto al 
control. La administración de L. fermentum CRL1446 modificó la abundancia de 
lactobacilos y enterobacterias en comparación con el grupo SM, viéndose 
restaurados los valores del control; entre tanto, la administración de L. johnsonii 
CRL1231  no indujo cambios significativos en los animales con respecto al grupo SM. 
En cuanto a las bifidobacterias, no se observaron variaciones estadísticamente 
significativas en ninguno de los grupos evaluados. 
Numerosos estudios realizados en los últimos años han tratado de dilucidar 
la compleja interrelación entre MI y obesidad en el ser humano. Si bien estos 





estudios han confirmado la existencia de disbiosis (alteración de la MI) en los obesos, 
aún no existe un consenso acerca de las poblaciones bacterianas responsables del 
desarrollo de la obesidad (Neish, 2009; Morales y col., 2010; Shen y col., 2013). 
Se ha descrito una microbiota de «tipo obeso», asociada al exceso de peso y 
al SM, con un incremento de la razón Firmicutes/Bacteroidetes (Raoult, 2008). 
Además se ha sugerido que las bifidobacterias y los bacteroides parecen ser 
protectores contra el desarrollo de la obesidad (Ley y col., 2006). Otros autores han 
encontrado aumento de Lactobacillus en ratones obesos/diabéticos (Nishitsuji y col., 
2017). 
Aunque son numerosos los trabajos que  indican que la obesidad está 
asociada con un descenso de bifidobacterias (Duncan y col., 2007; Brinkworth  y col., 
2009; Cani y Delzenne, 2011), otras investigaciones han mostrado que la 
administración dietaria de prebióticos como la oligofructosa, estimula el crecimiento 
de las poblaciones gram-positivas de Bifidobacterium y Lactobacillus en el colon de 
ratones obesos (Cani y col., 2009; Gotteland, 2013). En el presente trabajo, la 
administración de DRG+s no mostró influencia significativa sobre la población de 
bifidobacterias; sin embargo, puede destacarse en el grupo SM una tendencia a 
mayores proporciones de este género. La administración de BL con actividad FE no 
indujo modificaciones en este modelo; no obstante, estudios previos han informado 
un efecto bifidogénico de L. fermentum CRL1446 en modelos animales normales 
(Abeijón Mukdsi y col., 2012) y de restricción calórica (Russo y col., 2016; Fabersani y 
col., 2018). 
El impacto del contenido en grasa de la dieta sobre la MI y el desarrollo de 
inflamación de bajo grado ha sido estudiado en profundidad por Cani y col. (2007). 
Estos autores demostraron que la administración de una dieta alta en grasas a 
ratones durante 14 semanas altera su MI, aumentando las bacterias Gram-negativas 
a expensas de las Gram-positivas. Kim y col. (2012) observaron un aumento de las 
enterobacterias en la MI de ratones alimentados con una dieta hipergrasa. Estos 





resultados concuerdan con los obtenidos en el presente trabajo, donde se observó 
un incremento de enterobacterias en el grupo SM. 
Karlsson y col. (2013) caracterizaron el metagenoma bacteriano fecal en 
mujeres diabéticas y encontraron que la menor abundancia de Clostridia 
productoras de butirato (Roseburia intestinalis y Faecalibacterium prausnitzii) era 
altamente discriminante de DT2, destacando además un enriquecimiento en 
Lactobacillus gasseri. Si bien en el presente trabajo de investigación no se determinó 
la proporción de Clostridium, se pudo observar una disminución de butirato en los 
contenidos intestinales del grupo SM, y un incremento  en los grupos que recibieron 
las cepas (SM+Lf y SM+Lj). 
Existe una estrecha relación entre la composición de la microbiota, la 
actividad FE intestinal, los metabolitos derivados del AF, los AGCC y la hidrólisis de la 
fibra contenida en el alimento. Los resultados obtenidos sugieren que los animales 
alimentados con DRG+s que recibieron conjuntamente L. fermentum CRL1446 o L. 
johnsonii CRL1231 hidrolizaron de manera más eficiente la fibra de salvado, de 
manera que el estado metabólico de estos ratones mejoró con respecto a sus pares 
con SM que no recibieron las cepas de BL.  
-Estado oxidativo 
La suplementación de la dieta con BL con actividad FE favorece esta actividad 
enzimática intestinal, lo cual genera un incremento del metabolismo de los AH.  Una 
de las principales propiedades del AF es su capacidad antioxidante. En estudios 
previos se observó que la administración oral de L. fermentum CRL1446 a ratones 
alimentados con DC y con una dieta restringida en calorías mejoró el estado 
oxidativo de los ratones (Abeijón Mukdsi y col., 2012; Russo y col., 2016).  
En este trabajo de tesis se evaluó el estado oxidativo de los animales 
alimentados con DRG+s, determinando los lipoperóxidos en plasma y las actividades 
enzimáticas GPx y GR en hígado. La GPx pertenece a una familia de isoenzimas que 
constituye uno de los principales sistemas de defensa antioxidante; utiliza glutatión 





reducido (GSH) para degradar el H2O2. La enzima GR contribuye a la regeneración 
de GSH a partir de glutatión oxidado, particularmente cuando la célula está expuesta 
a radicales libres, mejorando así el estado oxidativo del hospedador. Los resultados 
obtenidos mostraron a las 14 semanas de estudio, altos niveles de lipoperóxidos 
plasmáticos y bajas actividades GPx y GR en los ratones del grupo SM con respecto 
al grupo control. Cuando se administraron las BL junto con la DRG+s (grupos SM+Lf 
y SM+Lj) los niveles de lipoperóxidos disminuyeron y las actividades GPx y GR 
incrementaron en comparación con el grupo SM. Estos resultados indican que las BL 
con actividad FE son capaces de mejorar el estado oxidativo en el modelo murino 
de SM.   
El AF muestra una alta actividad antioxidante in vitro; sin embargo, su efecto 
biológico in vivo es cuestionable debido a su bajo grado de absorción y rápido 
metabolismo dentro del hospedador (Ozgen y col., 2012). Rondini y col. (2004) 
demostraron que el suministro de AF a ratas, no como ácido libre sino en su forma 
acomplejada en un producto natural como el salvado de trigo, aumenta el tiempo 
de vida media en plasma del mismo, con lo cual mejora su disponibilidad. En 
general el AF administrado en su forma libre es rápidamente absorbido y conjugado 
en el hígado (Zhao y col., 2004). Recientes estudios informaron que la 
administración de oligosacáridos ferulados a ratas con DT2 mejoró de manera más 
efectiva el perfil lipídico de estos animales en comparación con el AF libre (Huang  y 
col., 2018). La incorporación de BL con actividad FE en la dieta podría ser una 
estrategia para aumentar la biodisponibilidad de AF en el intestino, de manera que 
el mismo sea liberado gradualmente por hidrólisis enzimática, ejerciendo sus efectos 











En conclusión, los resultados obtenidos mostraron que la administración oral 
de L. fermentum CRL1446 y L. johnsonii CRL1231 incrementó la actividad FE 
intestinal mejorando los marcadores bioquímicos del SM y el estado oxidativo de 
ratones alimentados con DRG+s durante 14 semanas, con lo cual el empleo de estas 
BL con actividad FE representa una estrategia nutricional prometedora para la 






CAPÍTULO IV  
 







































 OE3- Estandarizar un modelo experimental de SM inducido por una dieta 
rica en grasa en ratones. 
 






ESTUDIOS TECNOLÓGICOS PRELIMINARES: MICROENCAPSULACIÓN 
 
IV.1- Microencapsulación de bacterias lácticas con actividad FE 
Los microorganismos probióticos suelen presentar una alta susceptibilidad 
frente a ciertos tratamientos tecnológicos cuando son incorporados en alimentos o 
biofármacos; además, su almacenamiento (vida de estante) y la resistencia a las 
condiciones gastrointestinales representan en algunos casos un desafío. Esta 
situación hace necesario aplicar tecnologías que favorezcan su viabilidad  y 
estabilidad, manteniéndose fisiológicamente activos al momento del consumo, 
confiriendo así los beneficios que prometen.  
Las cepas L. acidophilus CRL1014, L. fermentum CRL1446 y L. johnsonii 
CRL1231 fueron sometidas a un proceso de secado por atomización (Spray Drying). 
Las condiciones del secado se ajustaron para asegurar la menor pérdida de 
viabilidad y la conservación de la actividad FE. La matriz utilizada como material 
cobertor, compuesta por alginato de sodio, inulina y maltodextrina (1, 15, 10% p/v, 
respectivamente) permitió obtener temperaturas de 80±5°C en el aire de salida del 
secador, con un flujo de alimentación de 5 mL/min. Los polvos obtenidos 
presentaron una humedad residual menor al 3% (p/v) en todos los casos y fueron 
de fácil disolución en agua destilada a temperatura ambiente. Estos polvos 
constituyen la forma “macroscópica” de las microcápsulas, ya que se hallan 











IV.2- Evaluación de la viabilidad de las BL 
IV.2.1- Viabilidad de las cepas antes y después del secado 
Se evaluó la resistencia de las 3 cepas de BL al proceso de Spray Drying. En 
ninguno de los casos se observaron diferencias significativas entre el número de 
células viables antes y después del secado, indicando que L. acidophilus CRL1014, L. 
fermentum CRL1446 y L. johnsonii CRL1231 son capaces de resistir a este proceso 
tecnológico manteniendo su viabilidad (Tabla 18). 
 
Tabla 18: Resistencia de las cepas al proceso de secado por atomización 
Cepa Log UFC/mL antes del 
secado 




9,28 ± 0,04ª  9,23 ± 0,05ª  
L. fermentum 
CRL1446 
8,77±0,10ª  8,80±0,14ª  
L. johnsonii 
CRL 1231 






IV.2.2- Viabilidad durante el almacenamiento de las microcápsulas 
Los polvos fueron almacenados a 4°C y se evaluó la viabilidad de las cepas 
microencapsuladas hasta los 9 meses (Figura 37). Los resultados mostraron que L. 
acidophilus CRL1014 tuvo una significativa pérdida de viabilidad, mientras que L. 
fermentum CRL1446 y L. johnsonii CRL1231 experimentaron un descenso más leve, 
manteniendo los valores por arriba de 107 UFC/g hasta el final del período evaluado. 
 
Los resultados se expresan como Log UFC/mL de matriz cobertora o Log UFC/g de polvo. Los datos 
representan la media ± DS (desvío estándar). La diferencia estadística fue determinada usando 
múltiple T test con p<0,05. Valores en la misma fila con la misma letra en superíndice no difieren 
significativamente. 
 










IV.3- Evaluación de la actividad FE   
IV.3.1- Detección de actividad FE de BL antes y después del secado 
Se evaluó la presencia de actividad FE en medio MRS agar sin glucosa 
adicionado de EtF (Figura 38). En todos los casos se observaron halos de 
aclaramiento alrededor de  los pocillos con polvos reconstituidos, demostrando que 
L. acidophilus CRL 1014, L. fermentum CRL1446 y L. johnsonii CRL1231 mantienen la 
actividad FE tras el proceso de secado. 
 
Figura 37: Viabilidad de BL microencapsuladas almacenadas a 4°C Los resultados se 
expresan como Log UFC/g de polvo. Los datos representan la media ± DS (desvío 
estándar) n=3. La diferencia estadística fue determinada usando múltiple T test con 











IV.3.2- Determinación de actividad FE en microcápsulas almacenadas a 4°C 
Se determinó cuantitativamente la actividad FE de las cepas 
microencapsuladas hasta los 9 meses de almacenamiento (Figura 39). Los resultados 
mostraron que la actividad enzimática se mantuvo estable a lo largo del tiempo en 
las 3 cepas evaluadas, observándose leves aumentos de la actividad específica FE (a 
medida que la viabilidad celular disminuye). La actividad específica de L. fermentum 
CRL1446 fue más baja comparada con la de L. acidophilus CRL1014 y L. johnsonii 
CRL1231. 
En el caso del polvo utilizado como control (matriz sin inocular) no se detectó 
actividad FE. 
 
Figura 38: Actividad FE de 
BL antes y después del 
proceso de Spray Drying. 
(A): antes del secado 
(sector izquierdo); (D): 
después del secado 
(sector derecho). (-): 





L.  johnsonii  
CRL1231 
L.  fermentum  
CRL1446 
L.  acidophilus 
CRL1014 












IV.4- Resistencia de las bacterias microencapsuladas a las condiciones simuladas del 
tracto gastrointestinal (TGI) 
Para evaluar la resistencia de las 3 cepas de BL microencapsuladas a la 
digestión gastrointestinal, se determinó la viabilidad celular (Log UFC/g de polvo) 
antes y después de las incubaciones secuenciales en JG y JI simulados (Tabla 19).  
En presencia de JG pH 3 y pH 4, se observó que L. fermentum CRL1446 fue 
la cepa más resistente  (disminución de recuentos de 1 unidad logarítmica a pH 3 y 
sin modificaciones significativas a pH 4). La mayor pérdida de viabilidad fue 
observada en L. acidophillus CRL1014 (disminución de 3 y 1,5 unidades logarítmicas 
a pH 3 y pH 4, respectivamente). L. johnsonii CRL1231, por su parte, mostró mayor 
resistencia que L. acidophilus CRL1014 (disminución de 2 y 0,5 unidades logarítmicas 
a pH 3 y pH 4, respectivamente).  
Figura 39: Actividad específica FE de BL microencapsuladas almacenadas a 4°C. 
La actividad específica se expresó como U/Log UFC, en donde U = µmol de AF liberado por 
hora.  Los datos representan la media ± DS (desvío estándar) n=3. La diferencia estadística 









Cuando las microcápsulas sometidas al JG pH 3 y pH 4 fueron expuestas al JI 
simulado por 2 h, se observó que solo la viabilidad de L. acidophillus CRL1014 fue 
afectada (disminución de 0,5 unidades logarítmicas), mientras que los recuentos de 
células viables de L. fermentum CRL1446 y L. johnsonii CRL1231 no se vieron 
alterados.  
Adicionalmente, se pudo comprobar que las cepas microencapsuladas fueron 
más resistentes que las cepas libres cuando se expusieron a las condiciones 
simuladas del TGI, es decir que el proceso de microencapsulación permitió una 
mayor supervivencia de las BL estudiadas (Tabla 19). 
 
De acuerdo a los resultados obtenidos en esta etapa, se decidió evaluar a 
continuación la funcionalidad in vivo de las microcápsulas de L. fermentum CRL1446 
y L. johnsonii CRL1231, dado que las mismas mostraron una menor pérdida de 
viabilidad durante el almacenamiento a 4°C y una mayor resistencia a la digestión 


























































































































































































































































































































































IV.5- Administración  oral de las microcápsulas en un modelo experimental de SM 
Para probar la funcionalidad in vivo de las microcápsulas de L. fermentum 
CRL1446 y L. johnsonii CRL1231, las mismas se administraron a ratones Albinos 
Suizos adultos, los cuales fueron alimentados con DRG+s durante 7 semanas. El 
protocolo experimental fue similar al que se utilizó con las cepas libres, con la 
diferencia de que en este caso los ratones recibieron diariamente por gavage los 
polvos resuspendidos en el agua de bebida (polvo control o conteniendo las cepas, 
según corresponda). La dosis de administración fue 107 UFC/día/ratón y el período 
de evaluación fue de 7 semanas.  
 
IV.5.1- Efecto de la administración de BL microencapsuladas sobre la ganancia de 
peso corporal (GPC) y eficiencia alimentaria (EA) 
Después de 7 semanas de alimentación con DRG+s, se observó que la GPC 
de los ratones del grupo SM fue un 58% mayor en comparación con el grupo 
control que recibió DC. Sin embargo, cuando los ratones alimentados con DRG+s 
recibieron microcápsulas conteniendo L. fermentum CRL1446 (grupo SM+Lf) y L. 
johnsonii CRL1231 (grupo SM+Lj), no hubo diferencias significativas con respecto al 
grupo control (Figura 40 A). 
La EA para los ratones del grupo SM resultó un 70% mayor que para los 
ratones del grupo control. Por el contrario, los grupos SM+Lf y SM+Lj, mostraron 
valores de EA similares al grupo control (Figura 40 B).  










IV.5.2- Efecto de la administración de BL microencapsuladas sobre el índice de 
adiposidad y los niveles de leptina 
La acumulación de grasa corporal en los ratones alimentados con DRG+s y 
microcápsulas vacías fue mayor que en los animales alimentados con DC, lo cual se 
vio reflejado en el incremento significativo del índice de adiposidad del grupo SM 
con respecto al control. Sin embargo cuando se administraron las microcápsulas de 
L. fermentum CRL1446 y de L. johnsonii CRL1231 el índice de adiposidad mostró 
valores cercanos al control (Tabla 20). 
El consumo de DRG+s indujo un aumento de los niveles plasmáticos de 
leptina en los ratones del grupo SM (10 veces mayor con respecto al grupo control). 
La suplementación con las BL microencapsuladas modificó el efecto de la DRG+s. 
Cuando se comparó con el grupo control, el grupo SM+Lf mostró un leve 
incremento (2 veces) de la concentración de leptina, mientras que no se observaron 




Figura 40: (A) Ganancia de peso corporal, (B) Índice de Eficiencia alimentaria. El índice de eficiencia 
alimentaria (EA) fue calculado como EA= GPC (g)/ Cantidad de alimento consumido (g). Los datos 
representan la media ± ES (error estándar) de n= 12 ratones. La diferencia estadística fue determinada 
usando múltiple T test con p<0,05. Valores con letras distintas difieren significativamente. 
 





                           Tabla 20: Índice de adiposidad y niveles de leptina en plasma 
 Control SM SM+Lf SM+Lj 
Índice de 
adiposidad (%) 
2,46±0,53a 4,55±0,10b 3,23±0,26a 3,53±0,60a 
Leptina 
(ng/mL) 





IV.5.3- Efecto de la administración de BL microencapsuladas sobre la acumulación 
de grasa en el hígado 
Los estudios  histológicos revelaron una estructura normal del parénquima 
hepático en los ratones del grupo control (Figura 41 A). Se observaron hepatocitos 
con microvesículas de grasa y núcleos colocados centralmente en los ratones del 
grupo SM (Figura 41 B). Los animales de los grupos SM+Lf y SM+Lj mostraron una 
menor acumulación de gotas lipídicas en comparación con los ratones del grupo SM 
(Figuras 41 C y D). 
 
 
Los datos representan la media ± ES (error estándar) de n= 12 ratones. La diferencia estadística 
fue determinada usando múltiple T test con p<0,05. Valores con letras superíndices distintas 
difieren significativamente. 
 











IV.5.4- Efecto de la administración de BL microencapsuladas sobre el perfil lipídico e 
índices de riesgo cardiovascular 
Los resultados mostraron un perfil lipídico alterado en los ratones de todos 
los grupos alimentados con DRG+s (Figura 42).  
Los niveles de colesterol total en el grupo SM aumentaron un 41% con 
respecto al grupo control. Cuando se administraron las microcápsulas conteniendo 
L. fermentum CRL1446 y L. johnsonii CRL1231, el incremento fue mucho menor 
(10% y 17%, respectivamente) (Figura 42 A). 
Las concentraciones de HDL-colesterol, en comparación con el grupo 
control, disminuyeron un 30% en el grupo SM y 15% en el grupo SM+Lf, mientras 
que el grupo SM+Lj no mostró diferencias (Figura 42 B). En cuanto a los niveles de 
LDL-colesterol, también sufrieron alteraciones; en el grupo SM se observó un 
aumento de 56%, mientras que en los grupos que recibieron las BL 
microencapsuladas este aumento fue de solo 27% (Figura 42 C). 
Figura 41: Fotomicrografías  representativas de cortes histológicos de 
hígado de ratones teñidos con hematoxilina-eosina y capturadas con 
magnificación 1000x. (A) Grupo control (B): Grupo SM (C): Grupo SM+Lf 
(D): Grupo SM+Lj. Las flechas señalan algunas alteraciones del grupo SM 
(gotas lipídicas y binucleación). 





Los valores de TG en plasma fueron un 45% más elevados en los ratones del 
grupo SM con respecto al grupo control. Se observó un aumento más leve para los 
grupos SM+Lf y SM+Lj (20 y 27% respectivamente) (Figura 42 D).  
La Tabla 21 muestra los distintos indicadores de riesgo cardiovascular, 
calculados con los valores de lípidos en plasma. El grupo SM mostró en todos los 
casos valores significativamente más altos que el grupo control. Los grupos SM+Lf y 
SM+Lj también mostraron índices mayores que el grupo control, pero estos valores 








Figura 42: Perfil lipídico de ratones. (A) Niveles plasmáticos de colesterol total (g/L), (B) Niveles 
plasmáticos de HDL-colesterol (g/L), (C) Niveles plasmáticos de LDL-colesterol (g/L), (D) Niveles 
plasmáticos de triglicéridos (g/L). Los datos representan la media ± ES (error estándar) de n= 12 ratones. 
La diferencia estadística fue determinada usando múltiple T test con p<0,05. Valores con letras distintas 
difieren significativamente. 
 





Tabla 21: Índices de riesgo cardiovascular 
 Control SM SM+Lf SM+Lj 
IA 1,84±0,17a 4,56±0,23b 2,87±0,15c 2,46±0,14d 
LDL/HDL 1,73±0,04a 3,74±0,02b 2,80±0,04c 2,23±0,01d 
TG/HDL 1,26±0,09a 2,47±0,12b 1,88±0,25c 1,69±0,10c 







IV.5.5- Prueba de tolerancia oral a la glucosa (PTOG)  
La tolerancia a la glucosa se determinó a las 7 semanas en el grupo control y 
los 3 grupos experimentales (Figura 43). Los niveles de glucosa en sangre después 
de la sobrecarga oral fueron mayores en los ratones del grupo SM con respecto al 
control, mientras que los grupos SM+Lf y SM+Lj no mostraron diferencias 
estadísticamente significativas con los ratones normales. Se observó que los 
animales alimentados con DRG+s (grupo SM) mostraron dificultad para reestablecer 
los niveles basales de glucosa, mientras que aquellos que fueron alimentados con 
esta misma dieta pero que además recibieron las BL con actividad FE 
microencapsuladas, tuvieron un comportamiento que se asemejó más al grupo 
control, con concentraciones de glucosa en sangre inferiores a 200 mg/dL al cabo 
de las 2 h. En consecuencia, el grupo SM fue el único que mostró un incremento 
significativo del área bajo la curva. 
Los datos representan la media ± ES (error estándar) de n= 12 ratones. La diferencia estadística fue 
determinada usando múltiple T test con p<0,05. Valores con letras superíndice distintas difieren 
significativamente. Índice de aterogenicidad (IA) = (Colesterol total – HDL)/ HDL. Índice de 
aterogenicidad de plasma (IAP) = Log (TG/HDL). 
 
 











IV.5.6- Efecto de la administración de BL microencapsuladas sobre los niveles de 
glucosa e insulina en ayunas 
Los resultados mostraron que la concentración plasmática de glucosa en 
ayunas aumentó un 70% en el grupo SM con respecto al control. La administración 
de las microcápsulas de L. fermentum CRL1446 y de L. johnsonii CRL1231 redujo los 
niveles de glucosa a valores similares a los del grupo control en los ratones 
alimentados con DRG+s (Tabla 22). 
La concentración de insulina en plasma se vio incrementada un 38% en el 
grupo SM en comparación con el control. Estos elevados niveles de insulina en los 
animales que consumieron DRG+s se vieron reducidos cuando se suministraron las 
microcápsulas conteniendo los lactobacilos, siendo los valores alcanzados con L. 
fermentum CRL1446 semejantes a los observados en el grupo control (Tabla 22). 
Los valores elevados del índice de resistencia a la insulina (HOMA-IR) en el 
grupo SM indicaron que el consumo de DRG+s durante 7 semanas indujo RI en los 
ratones. Sin embargo, cuando se administraron las microcápsulas de L. fermentum 
CRL1446 y L. johnsonii CRL1231 conjuntamente con la DRG+s no se observaron 
Figura 43: (A) Curvas de tolerancia a la glucosa, (B) Áreas bajo la curva. Los datos representan la media ± 
ES (error estándar) de n= 12 ratones. La diferencia estadística fue determinada usando múltiple T test con 
p<0,05.  En  la figura A los asteriscos (*) indican diferencias estadísticas con respecto al grupo control. En la 
figura B valores con letras distintas difieren significativamente.  
 





diferencias estadísticas significativas entre los grupos SM+Lf, SM+Lj y control (Tabla 
22). 
           Tabla 22: Glucemia, Insulina e índice HOMA 
 Control SM SM+Lf SM+Lj 
Glucosa (mmol/L) 4,05±0,33a 6,92±0,61b 4,61±0,28a 5,05±0,76a 
Insulina (µU/mL) 12,21±0,06a 16,90±0,06b 12,93±0,07a 15,58±0,03c 






IV.5.7- Efecto de la administración de BL microencapsuladas sobre la actividad 
feruloil esterasa (FE) intestinal 
La actividad FE se determinó en los contenidos de intestino grueso de todos 
los grupos evaluados (Figura 44). La actividad enzimática en el grupo SM fue un 
30% menor que en el grupo control. Cuando se administraron las microcápsulas 
conteniendo L. fermentum CRL1446 y L. johnsonii CRL1231 no se observó 




Los datos representan la media ± ES (error estándar) de n= 12 ratones. La diferencia estadística fue 
determinada usando múltiple T test con p<0,05. Valores con letras superíndice distintas difieren 
significativamente.  
 
Figura 44: Actividad específica FE 
determinada en contenidos de 
intestino grueso. Los datos 
representan la media ± ES (error 
estándar) de n= 12 ratones. La 
diferencia estadística fue 
determinada usando múltiple T 
test con p<0,05.  Valores con 
letras distintas difieren 
significativamente.  
 





IV.5.8- Efecto de la administración de BL microencapsuladas sobre el estado 
oxidativo de los ratones 
Se determinaron las actividades Glutatión Peroxidasa (GPx) y Glutatión 
Reductasa (GR) en extractos de hígado de los animales de cada grupo experimental 
y grupo control (Figura 45). 
La actividad GPx se redujo significativamente (25%) en los tres grupos de 
animales que recibieron DRG+s, con respecto a los ratones del grupo control (Figura 
45 A). 
La actividad GR del grupo SM mostró un descenso de 14% en comparación 
con el grupo control, pero los grupos SM+Lf y SM+Lj no mostraron diferencias 












Figura 45: Actividades enzimáticas específicas determinadas a las 7 semanas en extractos de hígado.  
(A) Glutatión Peroxidasa, (B) Glutatión Reductasa. Los datos representan la media ± ES (error estándar) de 
n= 12 ratones. La diferencia estadística fue determinada usando múltiple T test con p<0,05.  Valores con 
letras distintas difieren significativamente.  
 
 






Desde hace un tiempo se ha dado especial atención a la implementación de 
alimentos funcionales en la dieta  como una  nueva estrategia de orientación 
alimentaria para tratar o prevenir distintas patologías. 
La búsqueda de diversidad e innovación de productos alimenticios que 
confieran beneficios a la salud de los consumidores, ha llevado a la industria a 
investigar métodos que favorezcan la viabilidad de los probióticos frente a factores 
adversos que reducen su estabilidad durante el procesamiento, almacenamiento y 
consumo (paso a través del TGI). En este sentido, la microencapsulación se ha 
convertido en una excelente alternativa tecnológica para incorporar 
microorganismos en matrices alimentarias que sirvan como vehículos de las cepas 
probióticas. Es necesario una adecuada selección del método de encapsulación, del 
material de pared y de la matriz alimenticia para garantizar que los microorganismos 
probióticos alcancen una concentración ≥106 UFC/g o mL (Rodriguez y col., 2016). 
Entre los métodos más comunes para la microencapsulación de probióticos, 
se encuentra el secado por atomización (Cayra y col., 2017). Esta técnica consiste en 
atomizar una suspensión que contenga el microorganismo a encapsular y el material 
de cubierta dentro de una cámara con aire caliente, el cual promueve la 
evaporación del agua, logrando que los microorganismos queden atrapados dentro 
del material encapsulante dando lugar a la formación de micropartículas (Lupo-
Pasin, y col.,2012). Como la velocidad de secado es relativamente rápida, el daño 
térmico a los microorganismos es bajo (Izadi y col., 2014). La viabilidad de los 
microorganismos probióticos sometidos a este proceso depende en gran medida de 
las temperaturas de entrada y de salida de aire utilizadas, debido al daño que puede 
ocurrir en la membrana celular. Se dice que temperaturas superiores a 90ºC, así 
como tiempos de exposición al calor prolongados son letales para los mismos. 
(Peighambardoust y col., 2011; Martín y col., 2015). Varios estudios han reportado la 
efectividad de esta técnica en la microencapsulación de probiótiocos, incluyendo BL 





(Yonekura y col., 2014; Ilha, y col., 2015) y bifidobacterias (Senaka Ranadheera y col., 
2015). 
En el caso de los probióticos, para que un material encapsulante sea exitoso, 
debe propiciar el mantenimiento de la viabilidad de los microorganismos durante y 
después del proceso de microencapsulación y ser compatible con el sistema 
alimentario en el que se va a incluir (Kent y Doherty, 2014). Existen varios tipos de 
materiales de revestimiento para la microencapsulación de probióticos que incluyen 
principalmente polisacáridos, oligosacáridos, lípidos y proteínas. Dentro de los 
polisacáridos más utilizados se encuentran agar, carragenina, goma arábica, 
dextranos, almidón, celulosa y alginato de sodio (Parra Huertas, 2010).  Este último 
es el material más citado en la literatura como agente encapsualnte y es compatible 
con casi todos los métodos de encapsulación (Kent y Doherty, 2014). Son varios los 
estudios que han demostrado que la microencapsulación con alginato permite la 
protección de distintos principios activos y microorganismos probióticos, 
asegurando su viabilidad durante el procesamiento y almacenamiento de los 
alimentos (Pasin y col., 2012) y protegiéndolos de las condiciones ácidas del 
estómago y la presencia de agentes emulsificantes como las sales biliares en el  
intestino (Ding y Shah, 2009). 
La maltodextrina es un oligosacárido utilizado principalmente como material 
pared en técnicas de secado por atomización, por su efecto protector frente a altas 
temperaturas y como agente estimulante del crecimiento de probióticos 
(Hernández-Carranza y Jiménez-Munguía, 2010; Avila-Reyes y col., 2014; Shokri y 
col., 2015; Rajam y Anandharamakrishnan, 2015). También se ha demostrado que 
otros carbohidratos con efecto prebiótico, tales como la inulina, protegen a los 
probióticos durante la microencapsulación e incrementan su resistencia frente a 
condiciones gástricas simuladas (Rodríguez-Barona y col., 2012; Krasaekoopt y 
Watcharapoka, 2014). Distintos estudios sugieren el uso de la inulina como un 
agente termoprotector  que aumenta la supervivencia de los microorganismos 
después del secado y durante el almacenamiento, debido a que minimiza el estrés 





mecánico, oxidativo y osmótico (Rodríguez-Barona y col., 2012; Avila-Reyes y col., 
2014). 
En el presente trabajo de investigación se utilizó el método de secado por 
atomización para obtener microcápsulas de L. acidophilus CRL1014, L. fermentum 
CRL1446 y L. johnsonii CRL1231, cepas con actividad FE y potencial probiótico. Se 
empleó como agente de recubrimiento una mezcla de alginato de sodio, inulina y 
maltodextrina (1, 15 y 10% p/v, respectivamente). Esta combinación de materiales 
cobertores fue la óptima, ya que su viscosidad permitió ajustar el flujo de 
alimentación del secador de manera tal que la temperatura del aire de salida no 
superara los 85°C, lo cual fue conveniente para reducir las pérdidas de viabilidad 
bacteriana y conservar la actividad FE después del proceso. Además se preparó un 
polvo control sin el agregado de lactobacilos.  
La humedad de los productos deshidratados obtenidos (polvos) en todos los 
casos fue de 2,5 - 3%. La humedad de los polvos  está relacionada con las 
condiciones de proceso (temperatura de entrada del aire a la cámara de secado y 
velocidad de alimentación) y con la composición de la matriz encapsulante (Barbosa 
Cánovas y col., 2005). Varios estudios indican que el contenido de humedad de los 
polvos y la actividad de agua (aw) deberían ser igual o inferior al 4% y 0,3 
respectivamente, para garantizar la estabilidad microbiológica de los polvos 
(Simpson y col., 2005; Fritzen Freire y col., 2012).  
 La supervivencia y la viabilidad de los microorganismos después del secado 
por atomización depende de muchas variables, entre ellas podemos nombrar: tipo 
de cepa y tolerancia intrínseca al estrés, medio de suspensión, temperatura de 
secado, tiempo de exposición del microorganismo al calor (velocidad de flujo), 
humedad del deshidratado, temperatura y condiciones del almacenamiento  
(Chávez y Ledeboer, 2007). 
Los resultados mostraron que la viabilidad de L. acidophilus CRL1014, L. 
fermentum CRL1446 y L. johnsonii CRL1231 no disminuyó después del proceso de 
secado por spray. Asimismo, se comprobó que la actividad FE de las cepas estaba 





presente en los polvos obtenidos (aparición de halos claros en medio agarizado 
suplementado con EtF). Sin embargo, cuando se evaluó la viabilidad de las BL  
microencapsuladas durante el almacenamiento a 4°C hasta los 9 meses, se observó 
que L. acidophilus CRL1014 disminuyó casi 4 unidades logarítmicas, mientras que L. 
fermentum CRL1446 y L. johnsonii CRL1231 sufrieron una menor pérdida de 
viabilidad (2 unidades logarítmicas). La actividad FE se mantuvo estable durante el 
período de almacenamiento en las tres cepas microencapsuladas.  
Además, se evaluó  la resistencia de las cepas encapsuladas frente a las 
condiciones del TGI, observándose que las mismas fueron más resistentes que las 
bacterias libres (sin encapsular). El orden de supervivencia después de ser sometidas 
a condiciones gastrointestinales simuladas fue L. fermentum CRL1446 > L. johnsonii 
CRL1231 > L. acidophilus CRL1014. Debido a que las microcápsulas de L. 
acidophilus CRL1014 fueron las menos resistentes a la digestión gastrointestinal 
simulada y las que mayor pérdida de viabilidad sufrieron durante los 9 meses de 
almacenamiento, las mismas no se utilizaron para los ensayos in vivo posteriores.  
Bathena y col. (2007) formularon microcápsulas de alginato-poli-L-lisina-
alginato (APA) conteniendo varias cepas con actividad FE (L. fermentum 
ATCC11976, L. fermentum ATCC14932, L. reuteri ATCC23272 y L. farciminis 
ATCC29644) y demostraron que las microcápsulas de L. fermentum ATCC11976 
poseían una mayor capacidad de liberar AF in vitro después del proceso de 
microencapsulación. Estos autores comprobaron además, que esta cepa 
microencapsulada conservaba sus propiedades y se mantenía viable después de la 
exposición a un sistema simulado del TGI humano (Bathena y col., 2008).  Otros 
trabajos de investigación apoyan la encapsulación de BL con actividad FE en 
micropartículas de APA; tal es el caso de L. fermentum NCIMB 5221, cuya actividad 
enzimática FE y viabilidad se mantuvieron después de la encapsulación, 
observándose además mayor supervivencia de las células encapsuladas que de las 
células libres en condiciones gastrointestinales simuladas (Tomaro-Duchesneau y 
col., 2012). 





El secado por atomización empleando maltodextrina como componente de 
pared se ha utilizado para encapsular microorganismos como L. plantarum HM4; las 
microcápsulas obtenidas se incorporaron con éxito en una leche chocolatada y la 
viabilidad se mantuvo hasta los 6 meses de almacenamiento a 25°C (>108 UFC/g) 
(Nambiar y col., 2018). 
Con el objetivo de evaluar si las cepas con actividad FE mantenían sus 
propiedades benéficas in vivo luego de ser microencapsuladas, se utilizó un modelo 
murino de SM, en el cual ratones Albinos Suizos adultos fueron alimentados durante 
7 semanas con DRG+s y recibieron diariamente por gavage las microcápsulas de L. 
fermentum CRL1446 y L. johnsonii CRL1231 (grupo SM+Lf y SM+Lj, 
respectivamente) resuspendidas en agua de bebida (dosis: 107 UFC/día/ratón). 
Uno de los componentes principales del SM es la obesidad abdominal, la cual 
está directamente relacionada con la ganancia de peso corporal. Se observó que 
solo los ratones alimentados con DRG+s que no recibieron BL con actividad FE 
microencapsuladas experimentaron un aumento significativo de peso corporal (más 
del 50%) con respecto al grupo control. Los valores de EA indican que los ratones 
alimentados con DRG+s que recibieron microcápsulas de L. fermentum CRL1446 y L. 
johnsonii CRL1231 durante 7 semanas experimentaron un menor incremento de 
peso corporal que aquellos ratones que recibieron la misma cantidad y tipo de 
alimento pero sin la suplementación de los lactobacilos. Los resultados obtenidos 
sugieren que hay un efecto supresor del aumento de peso en ratones alimentados 
con DRG+s cuando se administraron las microcápsulas de L. fermentum CRL1446 y 
L. johnsonii CRL1231 
Resultados similares han sido informados por otros autores cuando se 
administraron BL en modelos animales de obesidad o SM inducidos por la dieta.  
Estudios realizados por Kang y col. (2010) demostraron que Lactobacillus gasseri 
BNR17 redujo el peso corporal y el índice de EA en ratas alimentadas con una dieta 
rica en carbohidratos. Tsai y col. (2016) administraron un complejo probiótico en 
forma de polvo liofilizado (que contenía Lactobacillus rhamnosus NBHK007, 





Bifidobacterium adolescentis NBHK006 y Pediococcus acidilactici NBHK002) a 
hámsteres sirios dorados alimentados con una dieta alta en grasa y colesterol, y 
observaron que estos animales mostraban una menor ganancia de peso corporal 
con respecto a los que recibían la misma dieta sin el complejo de BL.  No obstante, 
Iqbal y col. (2018)  investigaron el efecto de L. rhamnosus NCIMB 6375, L. plantarum 
NCIMB 8826 y L. fermentum NCIMB 5221 microencapsuladas en APA y observaron 
que la administración durante 6 semanas de estas cepas con actividad FE no 
modificó significativamente la masa corporal de hámsteres sirios dorados 
alimentados con una dieta rica en grasa.  
Los índices de adiposidad de los grupos alimentados con DRG+s indican que 
la acumulación de grasa corporal fue menor en los ratones que recibieron 
microcápsulas de L. fermentum CRL1446 y L. johnsonii CRL1231. Estos resultados se 
condicen con los informados por Bathena y col. (2012), quienes observaron una 
reducción en el índice de adiposidad al administrar microcápsulas de L. fermentum 
ATCC11976 (con actividad FE) en un modelo de SM de hámsteres sirios dorados. 
Kang y col. (2010) también informaron una reducción de la masa de tejido adiposo 
mesentérico, epididimal y perirrenal en ratas con sobrepeso, por administración de 
Lactobacillus gasseri BNR17. 
Los niveles de leptina mostaron una correlación positiva con los índices de 
adiposidad; siendo mucho más elevados en el grupo SM que en los grupos SM+Lf y 
SM+Lj.  
 La obesidad se caracteriza por una reducida sensibilidad a la leptina; 
concentraciones elevadas de esta hormona son comunes en individuos obesos con 
mayor porcentaje de grasa corporal (Considine y col., 2016). Bathena y col. (2012) 
compararon los niveles de leptina de hámsteres alimentados con dieta 
hiperlipidémica que recibieron microcápsulas APA vacías y conteniendo L. 
fermentum ATCC11976, observando una disminución cuando se administró la BL 
con actividad FE microencapsulada. 





Una patología comúnmente asociada al SM es la enfermedad del hígado 
graso no alcohólico (EHGNA). La histología hepática reveló una gran acumulación 
de vesículas lipídicas en ratones del grupo SM. La administración de microcápsulas 
de L. fermentum CRL1446 y L. johnsonii CRL1231 en conjunto con la DRG+s redujo 
la acumulación de grasa en el hígado de los ratones. Estudios previos han 
demostrado que microcápsulas de L fermentum ATCC11976 con actividad FE 
tuvieron un efecto benéfico reduciendo el grado de infiltración grasa en el hígado 
de animales con EHGNA (Bathena y col., 2013). 
Los valores alterados de lípidos plasmáticos en ratones alimentados con 
DRG+s que recibieron microcápsulas vacías (grupo SM) reflejan la dislipidemia 
característica del SM. Cuando se administraron microcápsulas conteniendo L. 
fermentum CRL1446 y L. johnsonii CRL1231 se observó que, si bien las 
concentraciones de colesterol total, LDL-colesterol y TG fueron mayores que en el 
grupo control, los valores de todos estos parámetros fueron significativamente más 
bajos que en el grupo SM. Estos datos sugieren que el suministro de BL con 
actividad FE microencapsuladas podría prevenir la hipercolesterolemia e 
hipertrigliceridemia inducidas por ingesta de una dieta alta en grasa. Además, los 
ratones del grupo SM mostraron bajas concentraciones de HDL-colesterol y se 
observó que la administración de las microcápsulas de L. fermentum CRL1446 y L. 
johnsonii CRL1231 permitió mantener los niveles de esta lipoproteína más elevados 
en los animales alimentados con DRG+s. Los índices de riesgo cardiovascular 
mejoraron en todos los casos con la administración de las dos BL 
microencapsuladas.  
Los resultados concuerdan con los informados por otros autores que 
evaluaron la administración de distintas cepas de Lactobacillus fermentum con 
actividad FE microencapsuladas en modelos de SM  en ratas (Tomaro-Duchesneau y 
col., 2014)  y hámsteres sirios dorados (Bathena y col. 2012), observando un efecto 
hipolipemiante y una mejora de los indicadores de riesgo cardiovascular. 





En lo que respecta al metabolismo de la glucosa, los ratones que recibieron 
microcápsulas de L. fermentum CRL1446 y L. johnsonii CRL1231 durante 7 semanas 
fueron capaces de prevenir la intolerancia a la glucosa provocada por la ingesta de 
DRG+s (RI disminuida). Asimismo, se observó que los grupos SM+Lf y SM+Lj 
mostraron valores reducidos de glucosa en ayunas, insulina y HOMA-IR. El efecto 
anti-hiperglucémico fue mayor cuando se administraron microcápsulas de L. 
fermentum CRL1446, no existiendo diferencias significativas con respecto al grupo 
control. Ambas cepas microencapsuladas mejoraron la insulinoresistencia y la 
hiperinsulinemia compensadora. Bathena y col. (2012) informaron que las 
microcápsulas de L. fermentum ATCC11976 (con actividad FE) controlaron 
eficazmente la hiperinsulinemia y redujeron los valores de HOMA-IR en hámsteres 
con SM. Tomaro-Duchesneau y col. (2014) también adjudicaron a microcápsulas de 
L. fermentum NCIMB 5221 (con actividad FE) un moderado control de la 
hiperinsulinemia de ratas diabéticas. 
La actividad FE intestinal se vio reducida en ratones alimentados con DRG+s, 
pero la suplementación con microcápsulas que contenían L. fermentum CRL1446 y 
L. johnsonii CRL1231 incrementó los valores, resultando los mismos similares a los 
del grupo control. La mayor liberación de AF a nivel intestinal en los grupos SM+Lf y 
SM+Lj explicaría gran parte de los efectos benéficos observados. Estudios previos 
demostraron que la administración oral de L. fermentum CRL1446 aumenta la 
actividad FE intestinal en ratones normales o sometidos a una dieta de restricción 
calórica (Abeijón Mukdsi y col., 2012; Russo y col., 2016). 
En cuanto a los niveles de enzimas antioxidantes en hígado, se observó que 
la actividad GPx disminuyó significativamente en los tres grupos de ratones que 
recibieron DRG+s. La actividad GR en cambio, se vio disminuida en ratones del 
grupo SM, pero los valores se mantuvieron cercanos a los del grupo control cuando 
se administraron las microcápsulas de L. fermentum CRL1446 y L. johnsonii CRL1231 
conjuntamente con la DRG+s.  





Los individuos con SM presentan un mayor grado de estrés oxidativo, y las 
actividades de enzimas antioxidantes como GPx y GR se encuentran disminuidas con 
respecto a pacientes normales (Cardona y col., 2008; García y col., 2014). Sharma y 
col. (2016) informaron que la administración de L. casei y Bifidobacterium bifidum a 
ratas diabéticas provocó un aumento de las actividades GPx, GR, catalasa y 
superóxido dismutasa. Además, anteriormente se ha demostrado que la 
administración de L. fermentum CRL1446 a ratones normales o sometidos a una 
dieta de restricción calórica, mejoró el estado oxidativo provocando un aumento de 
la actividad GR (Abeijón Mukdsi y col., 2012; Russo y col., 2016). 
 
En el presente capítulo se demostró que el secado por atomización es un 
método eficiente para preservar la viabilidad y la actividad FE de L. fermentum 
CRL1446 y L. johnsonii CRL1231 tras el proceso y durante su almacenamiento y 
exposición a las condiciones del TGI.  
La administración oral de estas BL con actividad FE microencapsuladas 
incrementó la liberación de AF a nivel intestinal en ratones alimentados con DRG+s 






















-Del estudio inicial de 40 cepas de BL se seleccionaron L. acidophilus CRL1014, L. 
fermentum CRL1446 y L. johnsonii CRL1231 por su capacidad de liberar altas 
concentraciones de AF a partir de su forma esterificada (EtF) sin metabolizarlo a 
otros compuestos.  
 
-Las cepas L. fermentum CRL1446 y L. johnsonii CRL1231 presentaron mayor 
resistencia a las condiciones simuladas del tracto gastrointestinal, conservando la 
actividad FE, por lo cual fueron seleccionadas para realizar los estudios in vivo.  
 
-Se estableció un modelo murino de SM: ratones Albinos Suizos adultos presentaron 
obesidad, hiperglucemia, intolerancia a la glucosa, hipertrigliceridemia y disminución 
de HDL-colesterol a las 14 semanas de alimentación con una dieta rica en grasa 
suplementada con salvado de trigo (DRG+s). 
 
-La administración oral de L. fermentum CRL1446 y L. johnsonii CRL1231 en el 
modelo murino de SM incrementó la actividad FE intestinal de los ratones 
alimentados con DRG+s, observándose una atenuación de los marcadores 
bioquímicos del SM y una mejora del estado oxidativo.  
 
-L. fermentum CRL1446 y L. johnsonii CRL1231 resistieron al proceso de secado por 
atomización. Este método de microencapsulación mostró ser adecuado para 
preservar la viabilidad y actividad FE de las cepas durante su almacenamiento y 
exposición a las condiciones del tracto gastrointestinal. 
 
-La administración oral de microcápsulas de L. fermentum CRL1446 y L. johnsonii 
CRL1231 a ratones alimentados con DRG+s demostró que las cepas evaluadas 










Los resultados obtenidos en la presente tesis doctoral contribuyen 
al estudio de cepas de bacterias lácticas del género Lactobacillus con 
actividad feruloil esterasa (FE) como potenciales probióticos capaces de 
prevenir el Síndrome Metabólico (SM) inducido por una dieta rica en 
grasa. Estudios in vitro permitieron seleccionar a Lactobacillus fermentum  
CRL1446 y Lactobacillus johnsonii CRL1231, ambas cepas con elevada 
actividad FE y capaces de liberar ácido ferúlico a partir de salvado de trigo. 
Estudios preclínicos en un modelo murino de SM, que incluyeron la 
administración oral de estas cepas, evidenciaron que el empleo de las 
mismas logra mejorar los marcadores metabólicos que caracterizan al SM. 
Así mismo, las dos cepas de bacterias lácticas mostraron capacidad para 
resistir a procesos tecnológicos como la microencapsulación por Spray 





















-Realizar estudios de metagenómica, a fin de evaluar los mecanismos moduladores 
de las BL con actividad FE en la microbiota intestinal de ratones alimentados con 
DRG+s.   
 
-Dilucidar los mecanismos reguladores del metabolismo lipídico y glucémico. 
 
-Ampliar los estudios de los metabolitos del ácido ferúlico generados en plasma, 
heces, hígado y orina. 
 
-Evaluar la administración conjunta de L. fermentum CRL1446 y L. johnsonii CRL1231 
en el modelo murino de SM. 
 
























AACE: American Association of Clinical Endocrinologists 
AB: Ácido benzoico 
ADN: Ácido desoxirribonucleico 
AF: Ácido ferúlico 
AGCC: Ácidos grasos de cadena corta 
AGL: Ácidos grasos libres 
AH: Ácidos hidroxicinámicos 
ALT: Alanina aminotransferasa 
AST: Aspartato aminotransferasa 
ATPIII: Adult Treatment Panel III (National Cholesterol Education Program) 
BL: Bacterias lácticas 
CAT: Catalasa 
CE: Cinamil esterasa 
col.: Colaboradores 
DC: Dieta convencional 
DHF: Ácido dihidroferúlico 
DHPPA: Ácido 3,4-dihidroxifenilpropiónico 
DO: Densidad óptica 
DRG: Dieta rica en grasa 
DRG+s: Dieta rica en grasa suplementada con salvado 
DS: Desvío estándar 
DT2: Diabetes mellitus tipo 2 
EA: Eficiencia alimentaria 





ECV: Enfermedades cardiovasculares 
EGIR: European Group for the Study of Insulin Resistance 
EHGNA: Enfermedad del hígado graso no alcohólico 
ES: Error estándar 
EtF: Etil ferulato 
FE: Feruloil esterasa 
g: Gramos 
GPC: Ganancia de peso corporal 
GPx: Glutatión peroxidasa 
GR: Glutatión reductasa 
h: Hora 
HDL-col: HDL-colesterol 
HGNA: Hígado graso no alcohólico 
HPLC: Cromatografía líquida de alta resolución 
HPPA: Ácido 3-hidroxifenilpropiónico 
IA: Índice de aterogenicidad 
IAd: Índice de adiposidad 
IAP: Índice de aterogenicidad de plasma 
IDF: Interational Diabetes Federation 
IFN: Interferón 
IL: Interleuquina 
IRCV: Indicadores de riesgo cardiovascular 
JG: Jugo gástrico 
JI: jugo intestinal 







La: Lactobacillus acidophilus 
LDL-col: LDL-colesterol 
Lf: Lactobacillus fermentum 
Lj: Lactobacillus johnsonii 
M: Molar 
MI: Microbiota intestinal 
min: Minutos 
mL: Mililitros 
MM: medio mínimo 
mM: Milimolar 
MRS: Man-Rogosa-Sharpe 
NADPH: Nicotinamida adenina dinucleótido fosfato 
OE: Objetivo específico 
OID: Obesidad inducida por la dieta 
OMS: Organización mundial de la salud 
p/p: Peso en peso 
p/v: Peso en volumen 
PAI-1: Inhibidor del activador de plasminógeno 1 
PBS: Buffer fosfato salino 
PCR: Proteína C reactiva 
pg: Picogramos 
pH: Potencial hidrógeno 





PTOG: Prueba de tolerancia oral a la glucosa 
PTOS: Prueba de tolerancia oral a la sacarosa 
qPCR: Quantitative polymerase chain reaction (reacción en cadena de la polimerasa 
cuantitativa) 
RI: Resistencia a la insulina 
ROS: Especies reactivas de oxígeno 
rpm: Revoluciones por minuto 
SM: Síndrome metabólico 
SOD: Superóxido dismutasa 
SRAA: Sistema renina-angiotensina.aldosterona 
TAE: Tejido adiposo epididimal 
TAM: Tejido adiposo mesentérico 
TBARS: Sustancias reactivas al ácido tiobarbitúrico 
TG: Triglicéridos 
TGI: Tracto gastrointestinal 
TNF-α: Factor de necrosis tumoral α 
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